Potentiel thérapeutique des progeniteurs endothéliaux dans le traitement de la défaillance ventriculaire droite secondaire à l'hypertension pulmonaire by Loisel, Fanny
HAL Id: tel-02388504
https://tel.archives-ouvertes.fr/tel-02388504
Submitted on 2 Dec 2019
HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.
L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.
Potentiel thérapeutique des progeniteurs endothéliaux
dans le traitement de la défaillance ventriculaire droite
secondaire à l’hypertension pulmonaire
Fanny Loisel
To cite this version:
Fanny Loisel. Potentiel thérapeutique des progeniteurs endothéliaux dans le traitement de la défail-
lance ventriculaire droite secondaire à l’hypertension pulmonaire. Cardiologie et système cardiovas-
culaire. Université Paris-Saclay, 2019. Français. ￿NNT : 2019SACLS023￿. ￿tel-02388504￿
  
Potentiel thérapeutique des progéniteurs 
endothéliaux dans le traitement de la 
défaillance ventriculaire droite secondaire 
à l’hypertension artérielle pulmonaire  
 
Thèse de doctorat de l'Université Paris-Saclay 
préparée à l’Université Paris Sud 
 
École doctorale n°569 Innovation thérapeutique : du fondamental à l’appliqué 
Spécialité de doctorat: Physiopathologie moléculaire et cellulaire 
 
Thèse présentée et soutenue à l’Hôpital Brousse, Villejuif,  
le 17 janvier 2019, par 
  
Fanny LOISEL  
Composition du Jury : 
 
Pr Philippe Menasché 
PU-PH, INSERM U970, Hôpital Européen Georges Pompidou  Président du jury 
 
Dr Valérie Vanneaux 
DR, INSERM U1160, Hôpital Saint Louis     Rapporteur 
 
Dr Didier Letourneur 
DR, INSERM U1148, Bichat     Rapporteur 
 
Pr Annelise Bennaceur-Griscelli 
PU-PH, INSERM U935, Paris-Sud     Examinateur 
 
Pr Abdul Barakat  
PR, CNRS U7646, Ecole Polytechnique    Examinateur 
 
Dr Georges Uzan 
DR, INSERM U1197, Hôpital Paul Brousse    Co-Directeur de thèse 
 
Membres invités :  
 
Pr Olaf Mercier  
PU-PH, INSERM U999, Paris-Sud     Directeur de thèse 
 
Pr Elie Fadel 
PU-PH, INSERM U999, Paris-Sud       
N
N
T
 :
 2
0
1
9
S
A
C
L
S
0
2
3
 
 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 3 
 
Remerciements 
 
Je souhaite remercier en premier lieu le Pr Olaf Mercier. Merci pour votre énergie, votre motivation et 
vos idées, qui sont toujours développées dans l’objectif d’être d’appliquées en clinique. Merci de 
m’avoir permis de partir en congrès, de m’avoir incitée à rédiger une revue, de m’avoir encouragée à 
mener des collaborations, d’avoir pris le temps de discuter des résultats et surtout de m’avoir fait 
confiance pour mener ce projet. Enfin, merci de m’avoir fourni tous les moyens nécessaires pour 
réaliser toutes ces études. Il faut pouvoir vous suivre, mais j’ai beaucoup appris à vos côtés.  
 
Je remercie mon co-directeur de thèse, le Dr Georges Uzan, de m’avoir accueilli dans son laboratoire 
dès le stage de master 1 et de m’avoir à nouveau accordé sa confiance pour la thèse. Merci de 
m’avoir proposé un sujet de thérapie cellulaire, une thématique qui me tenait à cœur, et de m’avoir 
mise en contact avec le Pr Olaf Mercier afin de mener à bien ce projet de thèse. Merci pour 
l’autonomie accordée au cours de cette thèse et les contacts que vous m’avez fourni.  
 
Je souhaite remercier les rapporteurs de cette thèse. Dr Didier Letourneur, merci d’avoir accepté 
d’évaluer mes travaux de thèse et ce depuis la mi-thèse. Je souhaite aussi vous remercier vivement 
pour votre aide, votre participation, vos conseils et votre disponibilité pour le projet « patch ». J’ai 
rarement vu un directeur de recherche se rendant encore disponible pour réaliser de nouvelles 
expériences. Dr Valérie Vanneaux, c’est pour moi un honneur de pouvoir vous compter en tant que 
rapporteur de ma thèse. Je vous remercie du temps et de l’intérêt que vous avez porté à mon travail.  
 
Je remercie vivement le Pr Philippe Menasché d’avoir accepté de faire partie de mon jury de thèse. 
Vous et vos travaux dans le domaine de la thérapie cellulaire sont reconnus mondialement et c’est un 
grand honneur pour moi de vous compter parmi les membres de mon jury. Je vous suis 
reconnaissante d’avoir accepté d’être le président du jury de ma thèse. 
 
Je remercie le Pr Abdul Barakat, pour avoir accepté d’examiner mon travail et pour votre accueil 
chaleureux dans votre laboratoire lors des expériences menées dans le cadre du RHU.  
 
J’associe à ces remerciements le Pr Annelise Bennaceur, pour avoir accepté de fa ire partie de mon 
jury de thèse. 
 
Enfin, je souhaite remercier le Pr Elie Fadel de m’avoir accueilli au sein de son équipe. Vos conseils à 
des moments opportuns de ma thèse étaient toujours pertinents.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 4 
 
Ayant effectué ma thèse sur 2 sites, il me sera très difficile de remercier tout le monde car c’est grâce 
à l’aide de nombreuses personnes que j’ai pu mener cette thèse à son terme. J’aimerais tout de 
même remercier certaines personnes en particulier.  
 
A l’hôpital Marie Lannelongue : 
 
J’adresse de sincères et chaleureux remerciements au Dr Julien Guihaire. Ta rencontre a été 
déterminante pour cette thèse. Sans ta patience et ton aide il n’y aurait pas eu de manip, pas d’article 
et donc pas de thèse. Merci pour l’intérêt et tout le temps que tu as accordé à ce projet. C’est toujours 
agréable de travailler avec toi car tu es passionné et tu aimes partager et enseigner. Enfin, merci pour 
ton soutien et tes encouragements au cours de cette thèse qui m’ont permis d’avancer. Dommage 
qu’il y ait trop peu de personne comme toi dans le monde de la recherche.  
 
Un grand merci au Dr David Boulate. Merci énormément d’avoir participé à toutes ces opérations et 
ces acquisitions de PVL, je serais presque une experte maintenant grâce à toi… Pointilleux, tu fais 
tout à fond, et tu prends les choses à cœur. Il est parfois un peu dur de te suivre car tu as 10 idées par 
minute, mais c’est toujours un plaisir de travailler avec toi. Merci pour la relecture des PVL, chose pas 
toujours passionnante mais tu as pris le temps.  
 
Je remercie le Dr Bastien Provost d’avoir initié cette étude qui m’a permis de mener un projet de thèse 
qui me tenait à cœur.  
 
Merci à Benoit Decante de m’avoir accueillie au laboratoire et de m’avoir aidé à organiser les manips 
cochon. 
 
Merci à Pierre Molinié pour tes conseils, plutôt d’ordre professionnel que scientifique, mais toujours 
très utiles.  
 
Je souhaite aussi remercier le service d’anatomopathologie : Caroline (merci pour ta bonne humeur !), 
Peter et Maria.  
 
Merci à l’équipe du Laboratoire de Recherche Chirurgicale : Frédéric, Bruno merci pour votre bonne 
humeur et votre aide avec les porcs. Anaëlle et Anselme merci d’avoir pris soin des animaux.  
 
Et bien sûr Lilia (ton sourire et ta gentillesse vont me manquer…), Florence, Catherine, Mélanie, 
Grégoire, Véronique, Yvonne, merci d’avoir répondu à toutes mes questions. Jennifer, un grand 
MERCI pour tout, l’aide pour les manips et tout le reste… le labo n’est plus le même depuis que tu es 
partie.  
 
A l’hôpital Paul Brousse : 
 
Merci à « l’after team » pour nos soirées décompression.. ! Anne-Charlotte, merci pour tes conseils 
pour les manips et pour tout ce temps passé à discuter de tout et rien. Guillaume, merci pour ton aide 
et ta bonne humeur. Alejandra, merci pour ta bonne humeur et bon courage pour la suite.. ! Ségolène, 
merci pour ton aide et tes conseils. Richard, merci pour tes conseils pour les manips. Vincent, merci 
pour ta patience et ton aide quand j’avais des problèmes informatiques et autres ! Laura, Olivier, 
Mélanie, Cécile, Axel, Julien, Etienne merci pour tous les bons moments passés ensembles, j’espère 
qu’il y en aura plein d’autres !  
 
Nassim, sans toi je ne serai pas arrivée dans ce labo pour y faire ma thèse. Merci pour tes blagues 
pourries et le fait que tu ne te prennes pas la tête et merci pour ton aide pour la culture !  
 
 5 
 
Merci à Philippe pour ses conseils sur les milieux conditionnés, à Sabrina pour sa gentillesse et sa 
bonne humeur et à Sylvie. 
 
Un grand merci à Hind, Maïté et Estelle pour vos conseils et discussions sur ma thèse.  
 
Merci aussi aux personnes « du côté Caro » pour leur gentillesse, Marie-Caroline, Bernadette, Denis, 
Adrienne, Fred, Laura. 
 
Merci aux « anciennes », ABCell-Bio, Laura et Sandra, pour avoir partagé votre bureau, l’ambiance 
était plus fun à l’époque ! Mélanie pour tes conseils, et les pauses chocolat au début de la thèse.. ! 
 
 
 
 
 
Enfin, je remercie ma famille et mes amis de m’avoir soutenue toutes ces années.  
 
A ma famille, merci à mes parents et même si vous n’avez pas toujours tout compris, merci de m’avoir 
portée jusque-là et de m’avoir toujours encouragée à aller plus loin. Merci à François et Jérôme pour 
leurs conseils avisés pour la suite. Anna, Margaux, Agathe…  
A ceux qui sont partis trop tôt et qui, j’en suis sûre, sont très fiers de moi. Vous manquez. 
 
A mes amis, Ophélie, Chloé, Laura, Margaux, Alisson, Simon, Charles, Mathieu, qui m’ont permis de 
décompresser, de relativiser et de me rebooster tout au long de cette thèse ! Merci d’avoir essayé de 
comprendre ce que je faisais et de m’avoir soutenue ! Spéciale dédicace à Laura pour toutes nos 
soirées débriefs qui m’ont permis de faire face et de tenir le coup ! 
Merci aussi aux copains de Roscoff où tout a commencé : Aurélien, Alex, Gilles, Mathilde, Brice, Ula, 
Clio, Tanguy…  
 
Le meilleur pour la fin, merci à toi de me suivre et me supporter depuis toutes ces années. Merci pour 
ton soutien inconditionnel, sans tes conseils (scientifiques et autres) je ne serais pas arrivée au bout. 
J’espère que nous continuerons comme ça encore de nombreuses années, on forme une bonne 
équipe ! 
 
 
 
 
  
 6 
 
 
  
 7 
 
Table des matières 
Table des matières ..................................................................................................................... 7 
Liste des abréviations .............................................................................................................. 11 
Liste des figures ....................................................................................................................... 13 
Liste des tableaux .................................................................................................................... 17 
Avant-propos ............................................................................................................................ 19 
Introduction ……………….………………………………………………………………………..21 
Chapitre I : Le système vasculaire ........................................................................................... 23 
I. Système cardiovasculaire ................................................................................................. 23 
II. Le cœur ............................................................................................................................. 25 
1. Chambres cardiaques ................................................................................................... 25 
2. Circulation coronaire ..................................................................................................... 26 
3. Cycle cardiaque ............................................................................................................. 27 
4. Paroi cardiaque ............................................................................................................. 28 
5. Composition cellulaire du cœur .................................................................................... 28 
Chapitre II : L’hypertension pulmonaire ................................................................................... 31 
I. L’hypertension pulmonaire ................................................................................................ 31 
1. Définition ........................................................................................................................ 31 
2. Classification ................................................................................................................. 31 
3. Symptômes .................................................................................................................... 35 
4. Diagnostic ...................................................................................................................... 35 
II. Détail de l’Hypertension Pulmonaire Post-Embolique (HPPE) ........................................ 37 
1. Définition et épidémiologie ............................................................................................ 37 
2. Signes cliniques et diagnostic ....................................................................................... 40 
a. Signes cliniques ......................................................................................................... 40 
b. Diagnostic (Figure 13) ............................................................................................... 41 
3. Traitements .................................................................................................................... 43 
a. Endartériectomie........................................................................................................ 43 
b. Angioplastie pulmonaire à ballonnet ......................................................................... 45 
c. Traitements médicamenteux ..................................................................................... 46 
d. Transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire ................................................... 49 
Chapitre III : Les modèles animaux pour l’étude de l’HTP ...................................................... 51 
1. Modèles d’HTP .............................................................................................................. 51 
a. Monocrotaline ............................................................................................................ 51 
 8 
 
b. Hypoxie chronique ..................................................................................................... 52 
c. Cerclage du tronc de l’artère pulmonaire .................................................................. 53 
d. Modélisation chirurgicale ........................................................................................... 53 
e. Autres modèles .......................................................................................................... 53 
2. Modèle porcin d’HPPE utilisé dans l’étude ................................................................... 55 
Chapitre IV : Zoom sur le ventricule droit dans l’HTP ............................................................. 59 
I. Généralités sur l’insuffisance cardiaque droite en HTP ................................................... 59 
1. Particularités et anatomie du ventricule droit ................................................................ 59 
a. Origine embryonnaire ................................................................................................ 59 
b. Morphologie ............................................................................................................... 60 
c. Fonction et caractéristiques du VD ........................................................................... 61 
2. Le ventricule droit en HTP............................................................................................. 62 
a. Le ventricule droit, un point clé de la survie des patients HTP ................................. 62 
b. Détail du diagnostic de l’insuffisance cardiaque droite en HTP ............................... 63 
c. Deux états du VD en HTP : adapté et désadapté ..................................................... 65 
II. Détail des modifications affectant le ventricule droit en HTP ........................................... 69 
1. Ischémie du ventricule droit .......................................................................................... 69 
2. Métabolisme du ventricule droit .................................................................................... 72 
3. Activation sympathique du ventricule droit ................................................................... 74 
4. Fibrose du ventricule droit ............................................................................................. 76 
5. Inflammation du ventricule droit .................................................................................... 78 
III. Traitements existants pour le VD en HTP ........................................................................ 79 
1. Stratégies thérapeutiques ciblant la pression exercée sur la paroi du VD .................. 80 
a. Atrioseptostomie ........................................................................................................ 80 
b. Diurétiques ................................................................................................................. 81 
c. Dispositif d’assistance ventriculaire droite ................................................................ 81 
2. Stratégies thérapeutiques ciblant les conséquences de la pression exercée sur la 
paroi du VD ........................................................................................................................... 82 
a. Resynchronisation cardiaque .................................................................................... 82 
b. Soutien de l’apport en oxygène du VD...................................................................... 82 
c. Modulation neuro-hormonale .................................................................................... 84 
Chapitre V – Thérapie cellulaire ciblant le ventricule droit en HTAP ...................................... 87 
I. Voies d’administration ....................................................................................................... 87 
1. Intracoronaire ................................................................................................................ 88 
2. Intracardiaque ............................................................................................................... 89 
3. Par biomatériaux ........................................................................................................... 91 
 9 
 
II. Thérapie cellulaire pour le VD .......................................................................................... 95 
1. Cellules souches mononucléées .................................................................................. 96 
2. Progéniteurs endothéliaux circulants ............................................................................ 97 
3. Cellules stromales mésenchymateuses ....................................................................... 99 
4. Cellules progénitrices cardiaques (CPC) .................................................................... 101 
5. Cellules souches dérivées du tissu adipeux ............................................................... 102 
III. Quelle est la thérapie cellulaire idéale pour cibler le VD en HTP ? ............................... 103 
1. Administration autologue ou allogénique ? ................................................................. 103 
2. Quel timing d’administration ? ..................................................................................... 104 
3. Quelle voie d’administration ? ..................................................................................... 104 
4. Quelles cellules ? ........................................................................................................ 104 
5. Quel dosage ? ............................................................................................................. 105 
Chapitre VI – Les progéniteurs endothéliaux circulants ........................................................ 107 
I. Les progéniteurs endothéliaux circulants ....................................................................... 107 
1. Première découverte ................................................................................................... 107 
2. Différents types de PEC .............................................................................................. 108 
3. Origine des PEC .......................................................................................................... 110 
4. Angiogenèse et réparation des tissus vasculaires lésés ............................................ 111 
II. Endothelial Colony Forming Cells .................................................................................. 114 
1. Caractéristiques phénotypiques .................................................................................. 114 
2. Caractéristiques fonctionnelles ................................................................................... 114 
3. Potentiel thérapeutique des ECFC pour les pathologies cardiaques......................... 116 
a. Administration de cellules ........................................................................................ 116 
b. Administration de milieu conditionné ....................................................................... 117 
c. Administration via biomatériaux .............................................................................. 119 
Objectif ……………………………………………………………………………………………..121 
Résultats……………………………………………………………………………………………125 
Article n°1 : L’administration autologue de progéniteurs endothéliaux circulants améliore la 
fonction ventriculaire droite dans un modèle d’hypertension pulmonaire post embolique. .. 127 
Culture in vitro : cardiomyocytes et milieu conditionné d’ECFC ........................................... 149 
Article n° 2 : Administration intracardiaque de progéniteurs endothéliaux dans un modèle 
porcin d’HPPE ........................................................................................................................ 157 
Administration de progéniteurs endothéliaux circulants par patch ........................................ 181 
Discussion…………………………………………………………………………………………191 
 
 10 
 
I. Utiliser un modèle porcin présentant une dysfonction cardiaque droite avec diminution 
de la densité capillaire ............................................................................................................ 192 
II. Etudier l’effet d’un autre timing d’administration des cellules ........................................ 194 
III. Etudier plus en détail la voie d’administrations par patch pour améliorer la rétention 
cellulaire ................................................................................................................................. 195 
IV. Utiliser d’autres méthodes pour suivre le devenir des ECFC après administration ...... 196 
V. Amélioration de la thérapie cellulaire per se .................................................................. 198 
VI. Poursuivre la culture in vitro cardiomyocytes / ECFC .................................................... 199 
Conclusion et Perspectives….…………………………………………………………………203 
Annexes…………………………………………………………………………………………….209 
Annexe 1 : Revue « Stem cell therapy targeting the right ventricle in pulmonary arterial 
hypertension : is it a potential avenue of therapy? » Loisel et al. ......................................... 211 
Annexe 2 : Poster présenté lors du congrès « 3rd European Spring School on Venous 
Thromboembolism » 2017 ..................................................................................................... 229 
Annexe 3 : Poster présenté lors du congrès « International Vascular Biology Meeting » 2018
 231 
Annexe 4 : « Article Soft thermoplastic elastomer for easy and rapid spin-coating fabrication 
of microfluidic devices with high hydrophilization and bonding performances »  3ème auteur, 
dans le cadre de la participation au RHU-BioArt Lung 2020................................................. 233 
Références…………………………………………………………………………………………241 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 11 
 
Liste des abréviations 
ATP : Adénosine Triphosphate 
BNP : Brain Natriuretic Peptide 
CSE : Cellules Souches Embryonnaires 
CSM : Cellules Souches Mésenchymateuse 
CSTA : Cellules Souches Tissue Adipeux 
ECFC : Endothelial Colony Forming Cells 
ET : Endothélline 
FDG : fluorodésoxyglucose  
FDA : Food and Drug Administration 
GMP : guanosine monophosphate cyclique 
GC : guanylate cyclases 
HC : hypoxie chronique 
HIF : Hypoxia Inducible Factor 
HLA : Human Leukocyte Antigen 
HPP : High Proliferative Potential 
HPPE : Hypertension Pulmonaire Post Embolique 
HTAP : Hypertension Artérielle Pulmonaire 
HTP : Hypertension Pulmonaire 
IRM : Imagerie par Résonnance Magnétique 
LPP : Low Proliferative Potential 
MCT : monocrotaline 
miR : micro ARN 
NO : oxyde nitrique  
OD : Oreillette Droite 
OG : Oreillette Gauche 
PAP : Pression Artérielle Pulmonaire 
PAPm : Pression Artérielle Pulmonaire moyenne 
PDH : pyruvate dehydrogenase 
PDK : kinase pyruvate dehydrogenase 
 12 
 
PDE : phosphodiestérase 
RPT : Résistance Pulmonaire Totale 
RVP : Résistance Vasculaire Pulmonaire 
SCO : Sang de Cordon Ombilical 
Sdf1 : Stromal Cell-Derived Factor 1 
VD : Ventricule Droit 
VE : Vésicule Extracellulaire 
VEGFR : Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 
VG : Ventricule Gauche 
WHO : World Health Organization 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 13 
 
Liste des figures  
Figure 1 : Système cardiovasculaire avec représentation des circulations pulmonaires et 
systémiques.  
Figure 2 : Echanges gazeux au sein des poumons. 
Figure 3 : Schéma détaillé du cœur.  
Figure 4 : Circulation coronaire.  
Figure 5 : Déroulement du cycle cardiaque. 
Figure 6 : Schéma représentant le système cardiopulmonaire sain et dans le cas de l’HTP.  
Figure 7 : Classification détaillée des HTP selon le symposium de Nice 2013.  
Figure 8 : Description des HTP pré et post capillaires. 
Figure 9 : Modifications pulmonaires dans l’HTAP.  
Figure 10 : Algorithme de diagnostic de l’HTP.  
Figure 11 : Schéma de la présence d’un matériel thromboembolique dans l’artère 
pulmonaire, caractéristique de l’HPPE.  
Figure 12 : Schéma du concept pathophysiologique de l’HPPE.  
Figure 13 : Examens à effectuer pour établir le diagnostic d’une HPPE.  
Figure 14 : Résultats d’examens établissant le diagnostic d’une HPPE.  
Figure 15 : Algorithme de traitement utilisé pour l’HPPE.  
Figure 16 : Schéma de la procédure d’endartériectomie pulmonaire.  
Figure 17 : Matériel thromboembolique retiré de l’arbre vasculaire pulmonaire lors de 
l’endartériectomie.  
Figure 18 : Schéma du déroulement d’une angioplastie pulmonaire à ballonnet.  
Figure 19 : Evolution du nombre de transplantations pulmonaires et d’endartériectomies 
entre 1994 et 2013. 
Figure 20 : Développement d’une HTP suite à l’injection de monocrotaline.  
 14 
 
Figure 21 : Plan expérimental de l’induction de l’HPPE chez le porc.  
Figure 22 : Caractéristiques du modèle porcin d’HPPE.  
Figure 23 : Développement embryonnaire du cœur. 
Figure 24 : Morphologie du VD et VG.  
Figure 25 : Système cardio-pulmonaire qui image le rôle du VD.  
Figure 26 : Etude de la survie des patients atteints d’HTP avec ou sans insuffisance 
cardiaque droite associée.  
Figure 27 : Cercle vicieux dans lequel est pris le VD en HTP.  
Figure 28 : Transition de l’état adapté vers l’état désadapté du VD en HTP.  
Figure 29 : Imagerie IRM du VD, chez un contrôle sain et un patient atteint d’HTAP, au repos 
et suite à un stress induit par l’adénosine.  
Figure 30 : Densité capillaire du VD dans les modèles murins d’HTP.  
Figure 31 : Densité capillaire du VD à l’état adapté et désadapté.  
Figure 32 : Densité capillaire du VD de patients.  
Figure 33 : Imagerie de l’absorption par le cœur du 18FDG chez un patient sain et un patient 
atteint d’HTAP.  
Figure 34 : Résumé des différents types de fibrose cardiaque.  
Figure 35 : IRM cardiaque montrant la rétention de gadolinium (cercles rouges) aux points 
d’insertion du VD sur le septum interventriculaire.  
Figure 36 : Schéma récapitulant les 3 principales voies d’administration de cellules dans le 
VD défaillant. 
Figure 37 : Différents types de supports pour l’administration de cellules en thérapie 
cellulaire. 
Figure 38 : Processus d’implantation du patch de fibrine contenant des progéniteurs 
cardiaques dérivés de cellules souches embryonnaires.  
Figure 39 : Méthode d’isolement des cellules mononuclées.  
Figure 40 : Méthodes d’isolement des PEC. 
 15 
 
Figure 41 : Synergie des cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques et des ECFC pour la 
réparation tissulaire suite à une lésion vasculaire.  
Figure 42 : Synergie des cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques et des ECFC pour 
l’angiogenèse.  
Figure 43 : Tests classiques pour la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des ECFC.   
Figure 44 : Schéma représentant la sécrétion de microvésicules et d’exosomes par une 
cellule.  
Figure 45 : Marquage immunofluorescent des cardiomyocytes dérivés d’iPS. 
Figure 46 : Expression du BNP en réponse à différentes concentrations d’endothéline-1.  
Figure 47 : Détail de la production des milieux conditionnés.  
Figure 48 : Schéma expérimental de l’application de milieu conditionné d’ECFC sur des 
cardiomyocytes hypertrophiés. 
Figure 49 : Expression du proBNP par les cardiomyocytes en présence de milieu conditionné 
d’ECFC. 
Figure 50 : Mesure de la surface des cardiomyocytes. 
Figure 51 : Ensemencement et viabilité des ECFC dans le patch. 
Figure 52 : Pose d’un patch ensemencé avec des ECFC sur le VD. 
Figure 53 : Nouvelle méthode d’ensemencement des ECFC dans le patch et survie des 
cellules. 
Figure 54 : Schéma représentant la disposition des patchs sur le VD d’un porc modèle pour 
l’HTP. 
Figure 55 : Pose d’un patch ensemencé avec des ECFC sur le VD d’un porc pendant 7 jours. 
 
 
  
 16 
 
 
  
 17 
 
Liste des tableaux  
Tableau 1 : Résumé des facteurs de risque impliqués dans le développement de l’HPPE.  
Tableau 2 : Récapitulatif des principaux modèles d’HTP utilisés.  
Tableau 3 : Résumé des différentes caractéristiques des états adapté et désadapté du VD 
en HTP.   
Tableau 4 : Bilan des caractéristiques des PEC précoces et tardifs.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 18 
 
 
  
 19 
 
Avant-propos 
L’hypertension pulmonaire (HTP) est une pathologie rare et grave caractérisée par une 
obstruction du lit vasculaire pulmonaire. En réponse à cette obstruction, les résistances 
pulmonaires augmentent ainsi que la post-charge du ventricule droit (VD). Par conséquent, 
une dysfonction cardiaque droite se développe. Dans un premier temps, le VD se remodèle 
de façon adaptée, puis, avec la progression de la pathologie, le VD passe à un état 
désadapté. L’apparition d’une ischémie du VD marque la transition vers cet état. Dans cette 
pathologie, la fonction du VD conditionne la survie des patients, c’est pourquoi nous avons 
choisi de cibler cet organe. 
L’objectif de ce travail de thèse a été d’étudier les effets sur le VD d’une thérapie cellulaire à 
base de progéniteurs endothéliaux, les PEC, qui sont des cellules capables de favoriser 
l’angiogenèse en participant à la formation de nouveaux vaisseaux de manière directe et 
indirecte via la sécrétion de facteurs paracrines. Pour ce faire, un modèle porcin d’HTP 
développé au sein du laboratoire a été utilisé. Il s’agit plus précisément d’un modèle 
d’hypertension pulmonaire post-embolique (HPPE), qui est une sous-catégorie d’HTP. La 
thérapie cellulaire a été appliquée par différentes voies d’administration et les effets sur 
l’hémodynamique cardiaque et sur le remodelage du VD ont été évalués.  
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Chapitre I : Le système vasculaire  
I. Système cardiovasculaire 
L’appareil cardiovasculaire est un système circulatoire en circuit fermé, caractérisé par la 
circulation systémique de la circulation pulmonaire. La circulation systémique (Figure 1) 
amène le sang oxygéné vers les organes et ramène le sang désoxygéné vers le cœur. Le 
sang oxygéné part du ventricule gauche (VG), ressort du cœur par l’aorte qui se divise en 
artères, artérioles et capillaires irriguant les tissus des différents organes. La circulation 
systémique permet ainsi d’apporter aux cellules de chaque organe l’oxygène et les 
nutriments nécessaires à leur fonctionnement. Le dioxyde de carbone et les déchets sont 
récupérés et évacués des tissus par les veinules, veines et veine cave qui débouche dans 
l’oreillette droite (OD). Le sang désoxygéné repart ensuite via le ventricule droit (VD) vers les 
poumons. La circulation systémique est constituée de réseaux en parallèle, chacun amenant 
le sang vers un organe différent et ayant sa propre résistance artérielle.  
La circulation pulmonaire forme un circuit fermé entre le cœur et les poumons (Figure 1). 
Sa fonction est d’amener le sang désoxygéné aux poumons afin qu’il soit ré-oxygéné. Le VD 
pompe le sang désoxygéné vers les poumons via l’artère pulmonaire, divisée en 2 branches 
pour déboucher dans les poumons droit et gauche. A l’entrée des poumons, les artères se 
subdivisent en artérioles puis capillaires. C’est au niveau des alvéoles que le sang présent 
dans les capillaires récupère l’oxygène et relargue le dioxyde de carbone, évacué avec l’air 
par les bronches puis la trachée (Figure 2). Le sang oxygéné repart par les veinules qui se 
rassemblent en veine pulmonaire débouchant dans l’oreillette gauche (OG). Le sang passe 
ensuite dans le VG pour poursuivre son trajet dans la circulation systémique.  
La paroi des artères pulmonaires est constituée de différentes épaisseurs : la plus externe se 
nomme l’adventice ; l’intermédiaire, la media ; et celle en contact avec la lumière est 
l’intima.  
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Figure 1 – Système cardiovasculaire avec représentation des circulations pulmonaires et systémiques. 
Adaptée de « Physiologie humaine » (Sherwood, Molotchnikoff, et Lockhart 2006). 
Figure 2 : Echanges gazeux au sein des poumons. Adaptée de http://www.illustration-medicale.org et 
de fr.depositphotos.com (edesignua). 
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II. Le cœur  
Bien que l’hypertension pulmonaire (HTP) affecte les poumons et le cœur, le cœur constitue 
le principal organe étudié au cours de ce travail de thèse. Par conséquent, ses structure et 
fonction seront décrites brièvement dans ce manuscrit.  
1. Chambres cardiaques 
Le cœur est le muscle qui pompe le sang vers les organes par des contractions rythmiques. 
Il est protégé par une membrane, le péricarde, qui est attaché au diaphragme et au sternum 
et constitué de 2 parois : le péricarde fibreux et le péricarde séreux. L’espace entre ces 2 
feuillets est virtuel et contient un liquide péricardique évitant les frottements. Le cœur est 
divisé 4 cavités : les oreillettes et les ventricules (Figure 3). Le cœur droit est séparé du 
cœur gauche par le septum interventriculaire. L’OD reçoit le sang de tous les organes, 
excepté les poumons, via les veines caves supérieure et inférieure qui ramènent le sang de 
la partie supérieure et inférieure du corps. Le sinus coronaire drainant le sang pour le muscle 
cardiaque, débouche dans cette oreillette. Une fois dans l’OD, le sang passe la valve 
tricuspide pour entrer dans le VD qui l’éjecte vers les poumons. Après avoir été ré-oxygéné 
dans les poumons, le sang retourne vers l’OG. Ce sang oxygéné passe la valve mitrale et 
arrive dans le VG qui va le propulser vers les différents organes via l’aorte.  
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Figure 3 : Schéma détaillé du cœur. Issue de Sanofi.  
2. Circulation coronaire 
Le muscle cardiaque possède son propre système vasculaire pour recevoir l’oxygène et les 
nutriments nécessaires au fonctionnement de ses cellules, il s’agit du système coronaire 
(Figure 4 A). Celui-ci est composé de deux artères coronaires principales, la droite et la 
gauche, chacune irriguant respectivement le VD et le VG. Les artères coronaires principales 
sont issues de l’aorte ascendante (Figure 4 B). L’artère coronaire droite a un diamètre 
d’environ 2,5 mm et alimente le VD jusqu’au septum interventriculaire. L’artère coronaire 
gauche présente un diamètre de 4,5 mm, mesure entre 1 et 2 cm avant de se diviser en 
artère coronaire gauche descendante et en artère coronaire circonflexe, ces dernières 
irriguant l’ensemble du VG. Le retour veineux s’effectue via les veines cardiaques, présentes 
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A 
le long du sillon atrioventriculaire et se rejoignant pour former le sinus coronaire veineux 
qui se déverse dans l’OD (Sherwood, Molotchnikoff, et Lockhart 2006).  
Figure 4 : Circulation coronaire. A : Vue globale de la circulation coronaire cardiaque (issue de 
http://ressources.unisciel.fr) B : Détail de l’origine des artères coronaires gauches et droites (issue de 
Wikipedia). 
3. Cycle cardiaque 
Le cycle cardiaque est périodique et se divise en 2 phases principales : la systole 
(contraction) et la diastole (relaxation) (Figure 5).  Au cours de la systole, 2 phases se 
succèdent : la contraction iso-volumique qui débute par la fermeture de la valve mitrale, le 
VG est alors clos et se contracte. Quand la pression dans le VG atteint celle de l’aorte, la 
valve aortique s’ouvre, le sang passe dans l’aorte. C’est la phase d’éjection ventriculaire, le 
sang ayant été éjecté dans l’aorte, la pression dans le VG diminue. La diastole comprend 
également 2 étapes. Une première phase de relaxation iso-volumique au cours de laquelle 
le VG se relâche, il y a diminution brutale de la pression. La seconde phase est celle du 
remplissage ventriculaire qui s’effectue en 2 temps : un remplissage passif corrélé à 
l’ouverture de la valve mitrale  et un remplissage actif des ventricules par contraction des 
oreillettes. Au niveau du cœur droit, on observe le même phénomène que celui décrit 
précédemment (Sherwood, Molotchnikoff, et Lockhart 2006). 
B 
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Figure 5 : Déroulement du cycle cardiaque. Adaptée de (« Anatomie et physiologie: une approche 
intégrée - Michael P. McKinley, Valerie Dean O’Loughlin, Theresa Stouter Bidle - Google Livres » 
s. d.). 
4. Paroi cardiaque 
La paroi cardiaque est composée de 3 couches distinctes : l’épicarde (surface externe), le 
myocarde (au milieu) et l’endocarde (surface interne). L’épicarde est aussi connu sous le 
nom de péricarde viscéral, sa fonction est de protéger le cœur. L’essentiel de la paroi 
cardiaque est formé par le myocarde qui est contractile. L’endocarde est une membrane 
mince et continue tapissant l’intérieur des cavités cardiaques et dont le rôle est d’éviter la 
coagulation du sang à son contact (Sherwood, Molotchnikoff, et Lockhart 2006).  
5. Composition cellulaire du cœur  
Le cœur est composé de différents types cellulaires plus ou moins abondants. Les 
cardiomyocytes représenteraient entre 20 et 40% des cellules cardiaques, et occuperaient 
70 à 85% du volume total du cœur. Ils ont une forme de cylindre, possèdent un ou plusieurs 
noyaux et sont reliés entre eux par des disques intercalaires. Les cellules endothéliales 
sont les plus abondantes, environ 60%. Elles ont de nombreux rôles au sein du tissu 
cardiaque, agissant notamment dans l’homéostasie vasculaire, l’organisation et la survie des 
cardiomyocytes et lors de la cicatrisation et de la régénération post infarctus. Les 
fibroblastes sont aussi très présents. Leur proportion avait été estimée autour de 20%. 
Cependant un article récent, qui a utilisé une technique de quantification plus poussée et 
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plus précise, établit le pourcentage de fibroblastes à 13% (Pinto et al. 2016). Ces résultats 
suggèrent que le nombre de fibroblastes a été surestimé par le passé du fait d’un manque de 
marqueurs spécifiques. Les péricytes, cellules musculaires lisses servant de support aux 
capillaires en entourant les cellules endothéliales et qui sont requises lors de l’initiation de 
l’angiogenèse, représentent environ 5% des cellules du cœur. Enfin, une petite proportion de 
cellules immunitaires résidentes (macrophages, lymphocytes B et T) constitue aussi le 
tissu cardiaque (Gray et al. 2018) (Pingzhu Zhou et Pu 2016). 
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Chapitre II : L’hypertension pulmonaire  
I. L’hypertension pulmonaire 
1. Définition  
L’hypertension pulmonaire (HTP) regroupe un ensemble de conditions caractérisées par une 
augmentation progressive de la pression artérielle pulmonaire moyenne (PAPm ≥ 25 
mmHg au repos) aboutissant progressivement à une insuffisance cardiaque droite et au 
décès (Figure 6). A titre de comparaison, la PAPm normale au repos est de 14±3,3 mmHg 
(Hoeper 2015). Ces 2 dernières décennies, des avancées dans la compréhension des 
mécanismes, des caractéristiques cliniques et des options thérapeutiques ont changé la 
vision de cette pathologie.  
Figure 6 : Schéma représentant le système cardiopulmonaire sain et dans le cas de l’HTP. 
L’hypertension pulmonaire est caractérisée par une PAPm ≥ 25 mmHg mesurée par cathétérisme 
cardiaque droit. Le remodelage vasculaire pulmonaire est responsable d’une augmentation de la 
pression vasculaire pulmonaire (PVR). Pour faire face à ces modifications, le VD s’hypertrophie et se 
dilate. Adaptée de (Lai et al. 2014). 
2. Classification  
Auparavant, l’HTP était classifiée en 2 catégories : l’HTP primaire et l’HTP secondaire, selon 
la présence ou non de causes ou facteurs de risque identifiés. Depuis le symposium mondial 
sur l’HTP en 1998, un système de classification a été développé et a subi de nombreuses 
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révisions au fil des années. La dernière classification a été mise en place au 5ème symposium 
mondial sur l’HTP qui s’est tenu à Nice en 2013. Cette classification clinique a été établie 
pour individualiser les différentes catégories d’HTP selon leurs caractéristiques 
pathologiques, hémodynamiques et de prise en charge. Aujourd’hui, l’HTP est subdivisée en 
5 groupes (Figure 7) :  
 
 
 
Figure 7 : Classification détaillée des HTP selon le symposium de Nice 2013. Issue de (Gerald 
Simonneau et al. 2013). 
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1) Hypertension artérielle pulmonaire (HTAP) : pour laquelle l’élévation de la PAPm 
est liée à un obstacle en amont des capillaires pulmonaires et qui présente une 
pression artérielle pulmonaire d’occlusion (PAPO) ≤ 15 mmHg, il s’agit d’une HTP 
pré-capillaire (Figure 8). Pour le détail des anomalies voir Figure 9.  
2) Hypertension pulmonaire associée à des maladies du cœur gauche : pour 
laquelle l’élévation de la PAPm est secondaire à une élévation de pression en aval 
des capillaires pulmonaires et caractérisée par une PAPO > 15 mmHg, il s’agit d’une 
HTP post-capillaire (Figure 8) 
3) Hypertension pulmonaire associée à des maladies pulmonaires chroniques 
et/ou une hypoxie  
4) Hypertension pulmonaire post-embolique (HPPE), conséquence d’une obstruction 
artérielle pulmonaire chronique 
5) Hypertension pulmonaire caractérisée par des mécanismes multifactoriels 
incertains  
Figure 8 : Description des HTP pré et post capillaires. L’HTP pré-capillaire est due à une obstruction 
au niveau des artères pulmonaires, en amont des poumons. En revanche, l’HTP post-capillaire est 
causée par un obstacle présent à la sortie des poumons.  
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Figure 9 : Modifications pulmonaires dans l’HTAP. L’HTAP est caractérisée par plusieurs anomalies 
structurelles et fonctionnelles des artères pulmonaires : (i) muscularisation anormale des artères 
distales, (ii) hypertrophie de la media des grosses artères, (iii) raréfaction des artères précapillaires, 
(iv) formation d’une néo-intima occlusive, (v) formation de lésions plexiformes liée à la prolifération de 
cellules endothéliales dans les grosses artères. Issue de (Rabinovitch 2008) .  
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3. Symptômes   
Les signes fonctionnels permettant d’évoquer une HTP sont très peu spécifiques et 
apparaissent initialement lors de l’effort : dyspnée, fatigue, syncope et douleurs thoraciques. 
En cas d’état avancé de la pathologie, des signes d’insuffisance cardiaque droite peuvent 
apparaitre : œdème, turgescence jugulaire, reflux hépato-jugulaire, hépatalgie et ascite 
(Jutant et Humbert 2016). Une classification a été mise en place par la « World Health 
Organization » pour déterminer à quel point les patients sont atteints physiquement.  
Classification Limitation de l’activité physique 
I Aucune limitation 
II Légère 
III Marquée 
IV Aucune activité physique possible 
4. Diagnostic  
L’HTP est recherchée lorsqu’un patient présente une dyspnée non expliquée, des épisodes 
de syncope ou des signes d’insuffisance cardiaque. L’intolérance à l’exercice étant l’une 
des principales caractéristiques de l’HTP, un test mesurant la distance parcourue en 6 
minutes est couramment utilisé comme critère d’évaluation (Rubin 2012). Ensuite, 
l’échocardiographie reste l’examen non invasif le plus employé pour dépister les patients 
atteints (Figure 10). Lorsque le diagnostic d’HTP est validé, dans un premier temps les 
causes les plus fréquentes sont recherchées : maladie du cœur gauche (HTP groupe 2) ou 
maladie respiratoire chronique (HTP groupe 3). Si aucune de ces causes n’est validée, une 
scintigraphie pulmonaire va permettre de diagnostiquer une HPPE (groupe 4) en 
identifiant ou non la présence de défauts de perfusion. Si la scintigraphie pulmonaire est 
normale, l’étape suivante consiste en la réalisation d’un cathétérisme cardiaque droit pour 
déterminer le caractère pré- ou post-capillaire de l’HTP. En cas d’HTP pré-capillaire, un bilan 
est réalisé afin de rechercher une cause potentielle. Si aucune cause n’est trouvée, l’HTP est 
considérée comme idiopathique. Tous ces examens ont pour but de cibler de manière 
optimale la pathologie dont le patient est atteint afin de lui proposer un traitement adapté 
(Seferian et Simonneau 2014).  
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Figure 10 : Algorithme de diagnostic de l’HTP. Issu de (Seferian et Simmoneau, 2014). 
 
II. Détail de l’Hypertension Pulmonaire Post-Embolique (HPPE) 
 
Au cours de ma thèse, j’ai travaillé sur un modèle porcin d’HPPE, car il s’agit du seul modèle 
de gros animal d’HTP reproduisant au mieux cette pathologie. J’ai donc choisi de décrire en 
détail cette forme distincte d’HTP ci-après. 
1. Définition et épidémiologie 
L’HPPE est une forme distincte d’HTP caractérisée par une obstruction mécanique des 
artères pulmonaires, due à la présence de thrombus fibreux solidement attachés à la 
media, et par une artériopathie des petits vaisseaux. Ce matériel thromboembolique peut 
complètement occlure la lumière des artères touchées et former des réseaux (Figure 11). 
Dans certains cas, il y a une recanalisation partielle des artères touchées. Cette occlusion 
des artères pulmonaires mène à une augmentation des résistances vasculaires pulmonaires 
(RVP) entrainant la mise en place progressive d’une HTP et une insuffisance cardiaque 
droite potentiellement fatale (I. Lang 2015). L’HPPE fait partie du groupe 4 de la 
classification de l’HTP, il s’agit d’une forme d’HTP pré-capillaire (Mahmud et al. 2018). 
 
 
 
 
 
 
Figure 11 : Schéma de la présence d’un matériel thromboembolique dans l’artère pulmonaire, 
caractéristique de l’HPPE. Issue de www.cteph.co. 
L’HPPE constitue une pathologie rare, très probablement sous-diagnostiquée. Les 
prévalence et l’incidence exactes de l’HPPE sont inconnues mais des données suggèrent 
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que l’incidence annuelle est de 3 à 30 personnes par million (O’Connell et al. 2015). Bien 
que la pathogénèse de l’HPPE ne soit pas encore entièrement élucidée, on sait aujourd’hui 
qu’elle survient parfois suite à une ou plusieurs embolies pulmonaires aigues résultant de 
thrombo-embolies veineuses (Figure 12) (I. Lang 2015). Il semblerait que la pathologie se 
développe chez 0,56 à 3,2% des patients ayant subi une ou plusieurs embolies pulmonaires. 
Cependant, de nombreux cas d’HPPE se développent sans histoire préalable d’HTP et sans 
signe de maladie chronique au moment du diagnostic. L’historique d’embolie pulmonaire 
chez les patients HPPE est donc discutable. Etant donné que la majorité des patients ayant 
subi une embolie pulmonaire ne présentent pas d’HPPE, il semblerait que plusieurs facteurs 
de risque contribuent à son développement (Mahmud et al. 2018) (Tableau 1).  
 
Figure 12 : Schéma du concept pathophysiologique de l’HPPE. Suite à une thrombose veineuse, une 
embolie pulmonaire aigue survient. Dans certains cas le thrombus ne se résout pas, ou seulement 
partiellement. Il évolue, il n’est plus irrigué et devient fibreux, occluant complètement ou partiellement 
l’artère pulmonaire dans laquelle il est logé. Adaptée de Lang  (I. Lang 2015) et de 
heart.templehealth.org.  
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Tableau 1 : Résumé des facteurs de risque impliqués dans le développement de l’HPPE. Adapté de 
(Mahmud et al. 2018). 
L’HPPE est considérée comme une maladie vasculaire pulmonaire à 2 composantes, avec 
initialement (1) une occlusion des vaisseaux proximaux due à une mauvaise résolution 
d’une embolie pulmonaire, qui déclenche (2) une artériopathie pulmonaire distale 
(Auger, Mandel, et Pepke-Zaba 2016).  
(1) La cause de la non-résolution du thrombus suite à une embolie pulmonaire 
nécessite encore d’être clarifiée. Le mécanisme normal de résolution d’un thrombus 
(fibrinolyse > formation du tissu de granulation > recrutement de leucocytes et de 
progéniteurs endothéliaux > angiogenèse) pourrait être altéré par la présence d’une 
inflammation, régulée à la hausse chez les patients HPPE. Différentes versions de 
fibrinogène, plus résistants au clivage et à la résolution, ont aussi été observées chez ces 
patients. De plus, il a été retrouvé dans des thrombus de patients HPPE des cellules 
sécrétant du collagène. Celles-ci pourraient participer à la formation d’un 
microenvironnement altérant la fonction des cellules endothéliales. Ainsi, ces dernières 
n’effectuent plus le processus d’angiogenèse (I. Lang 2015) (O’Connell et al. 2015). 
Facteurs de risque impliqués dans le développement de l’HPPE 
Embolie pulmonaire aigue 
      Embolies pulmonaires récurrentes 
      Défaut de perfusion important 
      Pression artérielle pulmonaire plus haute qu’au moment du diagnostic initial d’embolie pulmonaire 
      Embolie pulmonaire idiopathique 
Facteurs de risques hémostatiques 
      Elévation du facteur VIII, facteur de von Willebrand, plasminogène activateur/inhibiteur de type 1 
      Structure du fibrinogène anormale 
      Anticorps anti-phospholipide et anticoagulant lupus 
      Groupe sanguin autre que groupe O 
      Elévation des lipoprotéines 
Conditions médicales associées 
      Splénectomie 
      Shunt ventriculo-artériel 
      Cathéters/dispositifs intraveineux infectés 
      Maladie chronique inflammatoire 
      Hypothyroïdisme 
      Cancer  
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(2) A cause de l’obstruction persistante dans les artères pulmonaires, le flux sanguin 
pulmonaire est redistribué aux vaisseaux non obstrués. Par conséquent, ces vaisseaux 
pulmonaires font face à une augmentation de la pression sanguine et à une augmentation 
des contraintes de cisaillement. Il en résulte le développement progressif d’une artériopathie 
dans les artères distales et les artérioles. Les capillaires pulmonaires présentent alors un 
remodelage vasculaire (épaississement des 3 couches de la paroi du vaisseau du à 
l’hypertrophie et la prolifération des différents types cellulaires présents) et une dysfonction 
endothéliale (I. Lang 2015) (O’Connell et al. 2015) (I. M. Lang, Dorfmüller, et Vonk 
Noordegraaf 2016).  
Le processus de remodelage du VD en HPPE est relativement lent car il est lié à l’évolution 
des RVP (I. M. Lang, Dorfmüller, et Vonk Noordegraaf 2016).  
 
2. Signes cliniques et diagnostic 
a. Signes cliniques 
Comme pour d’autres formes d’HTP, les patients atteints d’HPPE présentent une dyspnée 
progressive, une tolérance à l’exercice réduite et des douleurs thoraciques. Ils peuvent 
présenter un état de fatigue et connaitre des épisodes de syncope et/ou d’hémoptysie. Avec 
la progression de la maladie, la dysfonction ventriculaire droite devient de plus en plus 
prononcée et peut se manifester à un stade d’insuffisance ventriculaire droite associant une 
distension de la veine jugulaire, une hépatomégalie, une ascite ou un œdème périphérique. 
Les symptômes de l’HPPE n’étant pas spécifiques à cette pathologie, elle est souvent 
diagnostiquée à un stade avancé (I. Lang 2015) (Mahmud et al. 2018). De plus, il y a 
souvent une longue période asymptomatique, pouvant durer des mois ou des années. Cette 
période se termine généralement quand plus de 40% du lit vasculaire pulmonaire est obstrué 
(O’Connell et al. 2015). Ce qui explique aussi le fait que la pathologie est généralement 
diagnostiquée à un stade avancé.  
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b. Diagnostic (Figure 13) 
Baser le diagnostic de l’HPPE seulement sur l’historique et l’examen physique du patient est 
difficile. Une radiographie pulmonaire et des études de la fonction pulmonaire sont utiles 
pour exclure une pathologie du parenchyme pulmonaire ou des voies respiratoires (Figure 
14 A). Un électrocardiogramme peut montrer des résultats associés à l’HTP ou à d’autres 
troubles cardiaques (Figure 14 B). Pour identifier une HTP et une dysfonction cardiaque 
droite, une échocardiographie transthoracique doit être réalisée afin d’estimer la pression 
systolique du VD, les tailles de l’OD et du VD et leurs fonctions, ainsi que le mouvement du 
septum interventriculaire (Figure 14 C). Les algorithmes de diagnostic recommandent 
d’effectuer une scintigraphie de ventilation/perfusion pulmonaire, examen crucial de 
dépistage de l’HPPE. Il est très sensible pour détecter les anomalies de perfusion et une 
imagerie normale permet d’éliminer le diagnostic d’une HPPE (Figure 14 D). Cependant, ce 
test n’étant pas spécifique à l’HPPE, d’autres examens sont requis pour établir le diagnostic. 
Une angiographie pulmonaire et/ou un angioscanner pulmonaire sont nécessaires pour 
caractériser le type et la localisation de l’atteinte vasculaire pulmonaire (Figure 14 E). Enfin, 
un cathétérisme cardiaque droit est indispensable pour établir de manière précise la 
sévérité de l’hémodynamique et confirmer qu’il s’agit d’une HTP pré-capillaire (Figure 14 F) 
(Auger, Mandel, et Pepke-Zaba 2016) (Mahmud et al. 2018).  
En conclusion, le diagnostic de l’HPPE est établi chez un patient lorsque celui-ci a été sous 
anticoagulants pendant au moins 3 mois, qu’il présente une PAPm ≥ 25 mmHg au repos, 
que sa pression capillaire pulmonaire est inférieure ou égale à 15 mmHg et qu’il est atteint 
d’une maladie thromboembolique chronique avec la présence d’occlusions vasculaires 
multiples (O’Connell et al. 2015).  
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Figure 13 : Examens à effectuer pour établir le diagnostic d’une HPPE. Adaptée de (Mahmud et al. 
2018). 
Figure 14 : Résultats d’examens établissant le diagnostic d’une HPPE. A : Radiographie pulmonaire 
révélant un élargissement de l’artère pulmonaire et une dilatation des vaisseaux pulmonaires distaux. 
B : Electrocardiogramme. C : Echocardiographie 4 cavités montrant une dilatation du VD. D : Scanner 
ventilation/perfusion qui révèle des défauts de perfusion. E : IRM montrant une dilatation et une 
hypertrophie du VD et l’invagination du septum interventriculaire. F : Résultats d’un cathétérisme 
cardiaque droit : pressions artérielles et résistance vasculaire pulmonaire élevées. Adaptée de 
(Thenappan et al. 2018). 
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3. Traitements  
Une fois le diagnostic de l’HPPE posé, il est nécessaire d’établir une stratégie thérapeutique 
à l’aide de l’algorithme de traitement ci-dessous (Figure 15).  
 
Figure 15 : Algorithme de traitement utilisé pour l’HPPE. Adaptée de (Witkin et Channick 2015) et 
(Galiè et al. 2016). 
a. Endartériectomie  
L’endartériectomie pulmonaire constitue le traitement de référence pour les patients atteints 
d’HPPE car elle est susceptible de les guérir. Cet acte chirurgical, consistant à ôter le 
matériel thromboembolique des artères pulmonaires obstruées (Figure 16), est associé à 
une réduction du taux de mortalité et conduit à des améliorations de l’hémodynamique 
pulmonaire et de la condition physique des patients opérés (Hoeper 2015).  
 
 
 
 
Figure 16 : Schéma de la procédure d’endartériectomie pulmonaire. Le matériel thromboembolique est 
retiré des artères qu’il obstrue. Adaptée de (Mahmud et al. 2018). 
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La procédure est réalisée via une sternotomie médiane suivie d’une circulation extra-
corporelle et d’une hyperthermie profonde. Le patient est mis en arrêt circulatoire afin qu’il 
n’y ait plus de flux sanguin dans les artères obstruées le temps de la dissection. Le plan 
d’endartériectomie est ensuite disséqué des vaisseaux proximaux vers les distaux pour 
enlever le matériel obstructif (Figure 17). La mortalité post endartériectomie dans les centres 
expérimentés est basse (de 2,2% à 6,7% selon les études) (Witkin et Channick 2015) 
(D’Armini et al. 2014). 
 
 
 
 
 
 
Figure 17 : Matériel thromboembolique retiré de l’arbre vasculaire pulmonaire lors de 
l’endartériectomie. Représentation du plus proximal (level I) ou plus distal (level IV). Issue de 
(Mahmud et al. 2018). 
Cependant, tous les patients ne sont pas éligibles à cette procédure. Pour certains, les 
obstructions sont trop distales pour qu’elles soient accessibles par chirurgie, d’autres 
présentent des comorbidités rendant l’opération trop risquée, et une certaine proportion de 
patients refusent d’effectuer cette procédure (Hoeper 2015). L’existence d’une dysfonction 
cardiaque droite n’est pas une contre-indication à la chirurgie (Witkin et Channick 2015). 
Cependant, les patients HPPE ayant cette dysfonction droite présentent un taux de mortalité 
plus élevé suite à cette procédure (de Perrot et al. 2015). A ce jour, il n’y a pas de critère 
bien défini pour déterminer si les patients sont éligibles ou non à l’endartériectomie. 
L’évaluation de l’opérabilité des patients se discute en réunions pluridisciplinaires associant 
chirurgiens, cathétériseurs et pneumologues spécialistes de la pathologie.  
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b. Angioplastie pulmonaire à ballonnet  
La première étude sur l’angioplastie pulmonaire pour les patients HPPE date de 2001 et les 
patients avaient présentés de nombreuses complications : un œdème de reperfusion 
pulmonaire est survenu chez 11 patients sur 18 et 3 ont nécessité une ventilation mécanique 
(Feinstein et al. 2001). A la suite des résultats de cette étude, l’angioplastie pulmonaire a été 
abandonnée pendant quelques années (I. Lang et al. 2017) (Mahmud et al. 2018).  
Ces dernières années, des rapports japonais ont ravivé l’intérêt de cette procédure. La 
technique a été améliorée et les résultats sont plus encourageants, avec une amélioration 
des symptômes, de la distance parcourue en 6 minutes et de l’hémodynamique des patients 
traités. De plus, la réduction de la PAPm induite par cette technique entraine une 
amélioration de la fonction du VD (Nishiyama et al. 2018). Enfin, l’incidence d’œdème de 
reperfusion pulmonaire est tombée à 2% et la mortalité a baissé (O’Connell et al. 2015) 
(Tanabe et al. 2018). 
Pour pratiquer l’angioplastie, l’accès vasculaire percutané s’effectue via la veine fémorale ou 
jugulaire à l’aide d’un cathéter guide. Il est demandé aux patients de retenir leur souffle 
pendant quelques secondes pour permettre au cathéter d’entrer dans les branches les plus 
distales du lobe pulmonaire. Le guide est ensuite passé précautionneusement à travers le 
réseau sténosé. Après avoir vérifié son emplacement exact, le ballon est gonflé pour écraser 
le matériel thrombotique et ainsi augmenter la lumière du vaisseau, permettant au sang de 
recirculer (Figure 18). Pour atteindre la réduction de PAPm désirée et traiter tous les lésions 
accessibles, 3 à 10 sessions d’angioplastie sont généralement nécessaires, espacées par 
des intervalles de temps supérieurs à une semaine (I. Lang et al. 2017).  
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Figure 18 : Schéma du déroulement d’une angioplastie pulmonaire à ballonnet. Adaptée de  (I. Lang 
et al. 2017). 
Les patients candidats à l’angioplastie pulmonaire sont ceux non opérables par 
endartériectomie due à la distribution distale de l’obstruction vasculaire ; ceux pour qui 
l’endartériectomie présente un ratio bénéfice/risque défavorable dû à des comorbidités ; 
ceux avec un HTP persistante/récurrente suite à une endartériectomie ; ceux pour qui 
l’endartériectomie a été un échec ; ceux qui présentent des lésions résiduelles suite à 
l’endartériectomie ; et ceux pour qui la thérapeutique médicamenteuse ne fonctionne pas. A 
l’inverse, l’angioplastie pulmonaire ne doit pas être proposée aux patients avec un thrombus 
important ou qui ont une occlusion unilatérale totale (I. Lang et al. 2017). 
Malgré l’évolution certaine de cette technique ces dernières années, de nombreuses 
questions demeurent sans réponses à propos de l’efficacité de l’angioplastie par rapport à 
l’endartériectomie. Il faut notamment standardiser la procédure, mieux définir la population 
cible, le rôle des thérapies médicamenteuses et obtenir des données sur les conséquences 
à long terme.   
c. Traitements médicamenteux 
i.  Rationnel pour une thérapie médicamenteuse 
Voici ici une très brève description des voies de signalisation dysfonctionnelles au niveau 
pulmonaire, justifiant l’utilisation de thérapies médicamenteuses.  
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Le NO (oxyde nitrique) est un régulateur clé de la vasodilatation dans les poumons. Il se lie 
aux guanylate cyclases (GC) solubles qui catalysent la synthèse du médiateur vasoactif 
guanosine monophosphate cyclique (GMP). La GMP, via sa protéine kinase, induit la 
déphosphorylation de la myosine contractile dans le muscle lisse vasculaire, ce qui entraine 
la relaxation de la paroi vasculaire. Dans l’HTP, la dysfonction endothéliale pulmonaire 
perturbe la synthèse du NO et entraine une diminution de la stimulation de la voie NO-GC-
GMP (Hoeper 2015).  
La famille des enzymes phosphodiéstérases (PDE), dégrade et inactive le GMP. La PDE-5 
est surexprimée dans le muscle lisse vasculaire pulmonaire en HTP, par conséquent la GMP 
et la relaxation de la paroi vasculaire sont diminuées (Hoeper 2015). 
Les patients HTP présentent une augmentation de l’expression de l’endothéline-1 (ET-1), un 
neuropeptide sécrété par l'endothélium vasculaire, ayant un effet vasoconstricteur puissant 
sur les cellules musculaires lisses. Le taux plasmatique d’ET-1 est corrélé à 
l’hémodynamique et à la sévérité de l’HTP et de l’HPPE (Hoeper 2015).   
L’expression de la prostacycline, un vasodilatateur pulmonaire puissant synthétisé par 
l’endothélium pulmonaire, est diminuée en HTP (Hoeper 2015). 
ii.  Anticoagulation  
Le traitement médicamenteux de base pour les patients HPPE consiste en une 
anticoagulation permanente complétée par des diurétiques en cas d’insuffisance cardiaque. 
Le but de l’anticoagulation est de prévenir la survenue d’une embolie pulmonaire ou 
veineuse. Bien qu’aucun essai clinique randomisé n’ait été réalisé sur des patients HPPE, 
les antagonistes de la vitamine K sont couramment utilisés chez ces patients et réduisent le 
risque d’embolie. Aujourd’hui, plusieurs patients reçoivent des nouveaux anticoagulants 
oraux mais aucun essai clinique n’a démontré leur efficacité. L’anticoagulation optimale, sûre 
et efficace pour l’HPPE doit encore être affinée (Kim et Simonneau 2016) (Pepke-Zaba, 
Ghofrani, et Hoeper 2017).  
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iii.  Riociguat  
Les traitements médicaux sont essentiellement envisagés pour les patients ayant une HPPE 
persistante/récurrente suite à une endartériectomie ou pour les cas non opérables. Bien que 
déjà utilisé pour les patients atteints d’HTP, l’essai clinique randomisé, en double aveugle et 
multicentrique de phase III CHEST-1 (Chronic Thromboembolic Pulmonary Hypertension 
Soluble Guanylate Cyclase-Stimulator Trial-1) a étudié l’effet du riociguat sur 261 patients 
avec une HPPE non opérable ou une HTP persistante/récurrente suite à une 
endartériectomie. Le riociguat est un stimulateur des GC qui augmente leur sensibilité au NO 
endogène. Ceci entraine une vasodilatation, ainsi que des effets anti-fibreux, antiprolifératif 
et anti-inflammatoire (Witkin et Channick 2015) (Hoeper 2015). Une amélioration de la 
distance parcourue en 6 minutes ainsi qu’une diminution des RVP par rapport au groupe 
placebo ont été observées 16 semaines après le traitement (Mayer et al. 2013). Une étude 
de prolongation de la phase III, CHEST-2, a été réalisée et a montré que l’amélioration de la 
distance parcourue en 6 minutes était maintenue jusqu’à un an et que le taux de survie était 
de 97% (Gérald Simonneau et al. 2015). Les dernières études, réalisées après 2 ans de 
traitements, montrent que les effets bénéfiques sont maintenus. Le riociguat est à ce jour le 
seul médicament approuvé par la Food and Drug Administration (FDA), en Europe et dans 
plusieurs autres pays pour le traitement de l’HPPE (Hoeper 2015).  
iv . Bosentan  
Avant cette approbation pour le riociguat par la FDA, des médicaments approuvés pour 
l’HTP étaient prescrits aux patients HPPE. Une étude réalisée sur 6 pays européens a 
montré que 60% des patients HPPE ont reçu un antagoniste du récepteur de l’ET 
(bosentan), 34% un inhibiteur du PDE-5 (sildenafil) et 6% un analogue de la prostacycline 
(epoprostenol) entre 2006 et 2009 (Hoeper 2015). Ces thérapies sont souvent prescrites aux 
patients présentant une hémodynamique très altérée avant d’envisager une 
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endartériectomie, bien que les données suggèrent qu’elles n’ont pas un impact significatif sur 
les suites opératoires (Jensen et al. 2009).  
Le seul autre essai clinique de phase III randomisé ayant étudié l’efficacité d’un traitement 
sur les patients HPPE est l’essai BENEFiT (Bosentan Effect in Inoperable Forms of Chronic 
Thromboembolic Pulmonary Hypertension). Cet essai a évalué l’effet du bosentan, un 
antagoniste du récepteur à l’endothéline, chez 157 patients présentant une HPPE inopérable 
ou persistante/récurrente. Les résultats ont démontré une diminution des RVP mais pas 
d’amélioration de la distance parcourue en 6 minutes (Jaïs et al. 2008). N’ayant pas révélé 
d’effet bénéfique clinique concret, l’utilisation du bosentan n’est pas approuvée chez les 
patients HPPE à ce jour (Hoeper 2015).  
v. Sildenafil  
Un essai clinique randomisé a permis d’évaluer l’efficacité du sildenafil, un inhibiteur de 
PDE-5, chez 19 patients atteints d’HPPE non opérables traités pendant 12 semaines 
(Suntharalingam et al. 2008). Cependant, cette étude, constituée d’un effectif insuffisant, n’a 
pas révélé de différence entre le groupe traité et le groupe placebo concernant la distance 
parcourue en 6 minutes. Seule une amélioration des RVP a été observée. Une étude à plus 
grande échelle est requise pour confirmer ces observations.  
D’autres essais cliniques sur des patients HPPE sont en cours. Cependant, la taille de leurs 
cohortes est limitée, les essais ne sont pas réalisés en aveugle ni randomisés et certains 
manquent d’un groupe contrôle. De plus, leurs  résultats sont divergents (Hoeper 2015). 
d. Transplantation pulmonaire ou cardio-pulmonaire 
D’Armini et al. ont réalisé une étude rétrospective de 1994 à 2014 sur le traitement 
chirurgical de l’HPPE au sein de leur centre en Italie. Cette étude révèle qu’au fur et à 
mesure des années, le nombre d’endartériectomies augmente au détriment des 
transplantations pulmonaires (Figure 19). La transplantation pulmonaire constitue la seule 
alternative pour les patients jeunes considérés comme inopérables et inaccessibles à 
l’angioplastie. Cependant, étant donné l’évolution de la technique d’endartériectomie au 
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niveau mondial ces dernières années, la place de la transplantation pulmonaire dans la prise 
en charge des patients HPPE a considérablement changé (D’Armini et al. 2016). Les cas les 
plus sévères sont davantage susceptibles de subir une transplantation.  
Figure 19 : Evolution du nombre de transplantations pulmonaires et d’endartériectomies entre 1994 et 
2013. Issue de (D’Armini et al. 2016). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 51 
 
Chapitre III : Les modèles animaux pour 
l’étude de l’HTP 
De nombreux modèles animaux ont été développés pour améliorer les connaissances sur la 
physiopathologie de l’HTP. Les modèles d’HTP utilisés couramment sont décrits dans la 
première partie de ce chapitre. Dans une seconde partie, le modèle porcin d’HPPE utilisé au 
cours de cette thèse sera détaillé. 
1. Modèles d’HTP 
a. Monocrotaline 
La monocrotaline (MCT) est un alcaloïde issu de la plante Crotalaria spectabilis. La 
métabolisation de la MCT dans le foie entraine la formation de dérivés qui induisent une 
réaction inflammatoire importante concentrée dans les poumons. Deux à 3 semaines après 
l’injection sous-cutanée ou intrapéritonéale de MCT, l’état de l’animal (dans la majeure partie 
des cas il s’agit de rat) se détériore du fait d’un épaississement de la media des artères 
pulmonaires, de la muscularisation des artères et de la prolifération des cellules de 
l’adventice. Toutes ces modifications entrainent une augmentation de la PAPm et des 
résistances vasculaires pulmonaires, conduisant finalement à l’hypertrophie du VD (Figure 
20). La pathologie ne s’établit pas progressivement mais plutôt de manière aigue. Ce modèle 
ne reproduit pas l’HTP sévère observée chez les patients. Pour ce faire, l’administration de 
MCT peut être combinée à une pneumonectomie. L’association de ces deux actions 
engendre une hypertrophie du VD et des altérations hémodynamiques plus importantes 
(Santos-Ribeiro et al. 2016).   
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Figure 20 : Développement d’une HTP suite à l’injection de monocrotaline. Adaptée de (Santos-
Ribeiro et al. 2016). 
b. Hypoxie chronique 
Le modèle d’hypoxie chronique (HC) est considéré comme étant représentatif du groupe 3 
de la classification des HTP, qui correspond aux HTP secondaires à une pathologie 
pulmonaire et/ou une hypoxie. Pour mettre en place ce modèle, les animaux (rats ou souris) 
sont placés dans des caissons hypobariques pour reproduire l’hypoxie observée en altitude. 
Un remodelage au niveau de l’arbre vasculaire pulmonaire est observé avec une 
augmentation de l’épaisseur des artères, de l’inflammation et une augmentation de la PAPm. 
Cependant ce modèle ne reproduit pas l’HTP sévère observée chez l’homme et la réponse à 
l’hypoxie est variable entre les espèces.  
Pour améliorer ce modèle, l’HC a été combinée avec des injections de MCT. Dans ce cas 
les rats ont développé une HTP caractérisée par un épaississement de l’intima, une 
prolifération des cellules endothéliales anormale et des lésions vasculaires pulmonaires 
associées à une insuffisance cardiaque droite.  
Une autre amélioration de ce modèle a été mise en point en associant l’HC à 
l’administration de SU-5416 (noté SuHx dans la littérature), un inhibiteur du VEGFR-2 
(Vascular Endothelial Growth Factor Receptor 2). Le VEGFR-2 favorise la survie des cellules 
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endothéliales, ainsi, son inhibition mène à l’apoptose des cellules endothéliales ce qui 
contribue au développement de l’HTP. Ce modèle combiné présente à la fois un remodelage 
vasculaire pulmonaire et une augmentation de l’hypertrophie du VD et de ses pressions 
systoliques (Maarman et al. 2013) (Stenmark et al. 2009). 
c. Cerclage du tronc de l’artère pulmonaire 
Pour réaliser un cerclage du tronc de l’artère pulmonaire (PAB dans la littérature pour 
« pulmonary arterial banding ») chez le rat, une thoracotomie gauche est réalisée et le tronc 
de l’artère pulmonaire est disséqué. Une aiguille de 18-gauge est placée le long de l’artère 
pulmonaire et une suture est réalisée autour de l’artère pulmonaire et de l’aiguille. L’aiguille 
est ensuite enlevée, la suture laissant ainsi une lumière de l’artère pulmonaire équivalente 
au diamètre de l’aiguille. Ainsi, plus l’animal grandit, plus la lumière se rétrécit, induisant une 
augmentation progressive de la post-charge du VD. Dans ce modèle il n’y a pas de 
remodelage vasculaire pulmonaire mais les rats développent une hypertrophie du VD 
(Maarman et al. 2013).   
d. Modélisation chirurgicale 
Chez l’homme, une HTAP idiopathique peut survenir suite à une malformation cardiaque 
congénitale telle qu’un shunt gauche-droit ou une tétralogie de Fallot. Ces malformations 
cardiaques peuvent être recréées chirurgicalement chez l’animal pour reproduire l’HTP : 
création d’un shunt entre le cœur droit et le cœur gauche, anastomose de l’artère sous-
clavière sur le tronc artériel pulmonaire, élargissement de la voie d’évacuation du sang du 
VD vers les poumons, excision d’une valve pulmonaire… Ceci augmente le débit sanguin 
vers les poumons et donc les résistances vasculaires pulmonaires. Par conséquent, il 
apparait un remodelage vasculaire pulmonaire qui entraine à terme une dysfonction 
cardiaque droite (Maarman et al. 2013).  
e. Autres modèles 
De nombreux autres modèles ont été développés pour élargir les connaissances sur l’HTP. 
Tous ne seront pas décrits en détail ici car ils ne seront pas utiles pour comprendre la suite 
de ce projet de thèse. Voici tout de même quelques exemples. Etant donné qu’il est facile de 
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manipuler spécifiquement l’expression de certains gènes chez la souris, de nombreux 
modèles d’HTP ont été développés par des stratégies de knockout (KO) ou de 
surexpression génique : KO du gène Bone Morphogenic Protein Receptor 2 (BMPR2) dans 
les cellules musculaires lisses des artères pulmonaires, KO du récepteur à l’endothéline-B, 
surexpression poumon-spécifique de l’IL-6… La souche de rat Fawn-Hooded est sensible à 
l’hypoxie et développe une HTP légère en conditions normales et une HTP sévère lorsque 
les animaux sont soumis à l’hypoxie. L’induction de l’HTP chez la souris par un parasite, le 
schitosomiasis, est aussi couramment utilisée (Stenmark et al. 2009) (Maarman et al. 2013). 
Les caractéristiques des principaux modèles utilisés ainsi que leurs avantages et 
inconvénients sont résumés dans le tableau ci-dessous (Tableau 2).  
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Différents 
modèles 
Espèces Caractéristiques 
histologiques 
Avantages Inconvénients  
Monocrotaline 
(MCT) 
Rat, 
chien, 
mouton 
 
Hypertrophie de la media, 
muscularisation des artères 
non musculaires, 
inflammation vasculaire 
HTP sévère, 
dysfonction du VD, 
modèle reproductible 
Stimulus toxique, pas  de lésions 
plexiformes 
Hypoxie 
chronique (Hx)  
 
Rat, 
souris 
 
Hypertrophie de la media, 
muscularisation des artères 
non musculaires, 
inflammation vasculaire 
Stimulus 
physiologique, 
hypertrophie du VD,  
Pas d’obstruction des artères 
distales, HTP peu sévère, 
variabilité de la réponse selon les 
espèces, peu de preuves d’une 
dysfonction du VD 
Hypoxie 
chronique + 
SU5416 (SuHx) 
Rat Hypertrophie de la media, 
muscularisation des artères 
non musculaires, formation 
de néo-intima, lésions 
plexiformes 
Stimulus 
physiologique, 
prolifération des 
cellules endothéliales 
Les modifications observées dans 
ce modèle ne corrèlent pas 
clairement avec un des groupes 
de la classification de l’HTP 
Ligature de 
l’artère 
pulmonaire 
(PAB)    
     
Rat, 
souris  
 
Hypertrophie du VD, 
augmentation des pressions 
systoliques du VD 
Modèle purement 
mécanique de 
surcharge de 
pression, dysfonction 
importante du VD 
Manipulation difficile, pas de 
dysfonction de l’arbre vasculaire 
pulmonaire, ne reproduit pas 
toutes les modifications du VD 
observées chez l’homme 
Tableau 2 : Récapitulatif des principaux modèles d’HTP utilisés. Adapté de (Santos-Ribeiro et al. 
2016), (Stenmark et al. 2009), (Maarman et al. 2013). 
2. Modèle porcin d’HPPE utilisé dans l’étude 
Il existe quelques modèles gros animaux d’HTP, cependant, très peu reproduisent la 
majorité des caractéristiques de cette pathologie. Dans le laboratoire du Pr Mercier, un 
modèle porcin d’HPPE a été mis au point (Mercier et al. 2013). Ce modèle est le seul modèle 
gros animal qui se rapproche autant de l’HPPE humaine. Pour rappel, celle-ci correspond au 
groupe 4 de la classification des HTP. Le porc est un modèle préclinique intéressant car 
l’organisation et la taille de ses organes ainsi que sa physiologie sont très proches de celles 
de l’homme. 
L’HPPE est induite chez des porcs mâles de race White Large, sevrés et pesant 20-25 kg. 
Pour ce faire, dans un premier temps, l’artère pulmonaire gauche est ligaturée via une 
thoracotomie gauche. Par la suite, des embolisations hebdomadaires du lobe inférieur droit 
par de l’Histoacryl® sont réalisées pendant 5 semaines (Figure 21). L’Histoacryl® est une 
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colle tissulaire se solidifiant au contact de liquide physiologique ; il se fige au contact du sang 
et adhère aux parois artérielles. La quantité de colle administrée était limitée par les valeurs 
de pression systémique (inférieure à 60 mmHg), de saturation d’oxygène (inférieure à 90%) 
et de débit cardiaque (inférieur à 2L/min).  
Figure 21 : Plan expérimental de l’induction de l’HPPE chez le porc. Dans un premier temps, il y a 
ligature de l’artère pulmonaire gauche puis embolisations répétées du lobe inférieur droit. Pour étudier 
l’évolution de la pathologie, une échographie à T0 et à T5 (semaines) est réalisée ainsi qu’un 
cathétérisme du VD pour suivre l’évolution des pressions pulmonaires.  
La ligature de l’artère pulmonaire va surcharger la circulation pulmonaire. Les embolisations 
répétées permettent d’induire une obstruction progressive du réseau pulmonaire et donc un 
remodelage progressif du VD face à l’augmentation de la pression, évitant ainsi la mort par 
insuffisance cardiaque droite aigue. La combinaison de ces 2 manipulations induit donc un 
shunt complet du poumon gauche du système pulmonaire et l’obstruction des artères 
proximales du lobe inférieur droit par du matériel thrombotique. Ainsi, les artères du lobe 
supérieur droit restent fonctionnelles, mais présentent des lésions similaires à celles 
observées dans les territoires non obstrués des patients HPPE. Après 5 semaines, ce 
modèle porcin reproduit toutes les caractéristiques de l’HPPE chez l’homme (Figure 22) : 
une augmentation de l’épaisseur de la media des artères pulmonaires distales dans les 
territoires obstrués et non obstrués, une augmentation de l’apport sanguin systémique vers 
les artères bronchiques dans les territoires obstrués entrainant une hypertrophie de la 
circulation bronchique, une hypertrophie et un élargissement du VD ainsi qu’un déplacement 
du septum interventriculaire vers le VG.  
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Figure 22 : Caractéristiques du modèle porcin d’HPPE. A : Modèle porcin d’HPPE avec en (a) le lobe 
supérieur droit non obstrué et en (b) l’hypertrophie des artères bronchiques dans les territoires 
obstrués du poumon gauche et du lobe inférieur droit. B : Matériel thrombotique retrouvé dans la 
partie distale du lobe inférieur droit, composé de colle et de thrombus. Issue de (Mercier et Fadel 
2013) et (Mercier et al. 2013). 
L’hémodynamique est aussi altérée, avec une augmentation de la PAPm (supérieure à 25 
mmHg) et des résistances pulmonaires totales (RPT) (Mercier et Fadel 2013). Le couplage 
ventriculo-artériel est lié au remodelage du VD dans ce modèle (Guihaire et al. 2014). Une 
surexpression de l’ET et de ses récepteurs a aussi été observée dans les artères 
pulmonaires des territoires non obstrués. Cependant, ce modèle ne reproduit pas l’origine de 
B A 
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l’HPPE, car il n’y a pas d’altération de la résolution du thrombus comme chez l’homme. 
Cependant, il reproduit les conséquences d’une obstruction vasculaire pulmonaire 
chronique. En effet ce modèle reconstitue l’interaction entre le système vasculaire 
pulmonaire lésé et le VD (Noly et al. 2015). Toutes les modifications morphologiques, 
fonctionnelles et biologiques observées dans le VD humain sont répliquées. Une 
augmentation de la surface des cardiomyocytes, de la fibrose et une inadéquation entre la 
densité capillaire et le travail demandé au VD pour éjecter le sang vers les poumons sont 
constatées dans ce modèle (Noly et al. 2017).  
C’est dans ce modèle porcin d’HPPE que la thérapie cellulaire a été administrée au cours de 
cette thèse.  
D’autres modèles d’HTP sur gros animaux, préférentiellement porc ou chien, ont été mis au 
point. L’administration intrapéritonéale de MCT chez des porcs miniatures du Tibet engendre 
une augmentation de la PAPm, un remodelage du système vasculaire pulmonaire et une 
hypertrophie du VD (Zeng et al. 2013). L’administration hebdomadaire ou journalière de 
microbilles (composées de céramique ou de polysaccharides) dans la circulation pulmonaire 
permet aussi d’observer un remodelage vasculaire pulmonaire et une hypertrophie du VD 
(Sato et al. 2008) (Rothman et al. 2017). Des modèles chirurgicaux de shunt gauche-droit 
(Rothman et al. 2017) ou de ligature du retour veineux pulmonaire (Aguero et al. 2014) 
présentent des modifications similaires.  
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Chapitre IV : Zoom sur le ventricule droit 
dans l’HTP 
Le VD a longtemps été considéré comme une chambre cardiaque accessoire. Il a donc été 
peu étudié par rapport à son rôle capital dans de nombreuses pathologies cardiaques et 
pulmonaires. Dans le cas de l’HTP, c’est sa fonction qui va conditionner la survie des 
patients. L’objectif de ce chapitre est de présenter en détail le VD et sa fonction, et ainsi 
mieux comprendre la défaillance ventriculaire droite observée en HTP. 
I. Généralités sur l’insuffisance cardiaque droite en HTP 
1. Particularités et anatomie du ventricule droit 
a. Origine embryonnaire 
Plusieurs caractéristiques embryologiques et anatomiques distinguent le ventricule droit du 
gauche. Durant l’embryogénèse, l’embryon s’organise en 3 feuillets : l’endoderme, le 
mésoderme et l’ectoderme. Le cœur se forme à partir du mésoderme qui va produire les 
muscles, le squelette et les vaisseaux sanguins. Au sein de ce mésoderme, le VD est issu 
du champ cardiaque secondaire tandis que le VG est issu du champ cardiaque primaire. A 
partir de la 3ème semaine du développement embryonnaire, un tube cardiaque primitif 
commence à battre puis un ventricule et une oreillette se distinguent. A la fin de la 4ème 
semaine, un septum se forme, ce sont les premières étapes de la création de 2 ventricules 
distincts. A la fin de la 8ème semaine deux circulations se différencient, les circulations 
systémique et pulmonaire. Au cours de la suite du développement fœtal, le VD fournit 
environ 60% du débit cardiaque total et assure la circulation systémique via le canal artériel 
et le foramen ovale. A la naissance, ces 2 structures se referment et le VG devient le 
principal ventricule à assurer la circulation systémique, tandis que le VD s’adapte pour 
éjecter le sang vers la circulation pulmonaire (Figure 23) (Konstam et al. 2018). 
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Figure 23 : Développement embryonnaire du cœur. Issue de (Konstam et al. 2018). 
b. Morphologie  
Comparé au VG, le VD est fin (2-5 mm) et compliant. Il correspond à 1/6 de la masse 
musculaire du VG. Sa forme est complexe, en croissant, il s’enroule autour du VG ellipsoïde 
au niveau du septum (Figure 24 A). Il y a une forte interaction et interdépendance entre les 
deux ventricules car ils partagent ce septum interventriculaire. La position du septum va 
conditionner la forme du VD (Haddad et al. 2008). Normalement, il se courbe vers le VD, lui 
donnant ainsi sa forme de croissant. Quand il est exposé de manière chronique à une 
augmentation de post-charge, le VD s’adapte en s’hypertrophiant et en se dilatant. En effet, 
d’après la loi de Laplace, l’augmentation de la pression sur la paroi du ventricule peut être 
modérée par l’augmentation de l’épaisseur de cette paroi (Harrison, Hatton, et Ryan 2015). 
Dans ce cas, le septum se déplace vers le VG et affecte son remplissage (Figure 24 B). 
Environ 1/3 du travail systolique du VD est effectué par la contraction du septum (Brittain et 
al. 2012).  
 
 
Figure 24 : Morphologie du VD et VG. A : à l’état normal, B : dans le cas de l’HTP, le VD est 
hypertrophié et dilaté, ses modifications forcent le septum à se courber vers le VG. Issue de (Brittain 
et al. 2012). 
A B 
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Trois chambres distinctes peuvent être décrites dans le VD : le sinus, ou l’entrée, composé 
de la valve tricuspide, des muscle papillaires et des cordons d’ancrage tendineux ; le 
myocarde apical trabéculé ; et l’infundibulum (Haddad et al. 2008) (Guihaire et al. 2015). 
c. Fonction et caractéristiques du VD  
La fonction du VD est de pomper le sang désoxygéné vers le réseau artériel pulmonaire afin 
qu’il soit ré-oxygéné (Figure 25).  
 
 
 
 
 
 
Figure 25 : Système cardio-pulmonaire qui image le rôle du VD. Adaptée de https://nataswim.info. 
La contraction du VD est séquentielle, débutant par la contraction du sinus et du myocarde 
trabéculé et se terminant par celle de l’infundibulum (Haddad et al. 2008). Sa contraction est 
plus longitudinale que radiale et s’effectue dans un mouvement de torsion (Tadic 2015). Le 
VD génère le même volume d’éjection systolique que le VG. Cependant, son travail 
systolique est moindre en comparaison au VG car le système vasculaire pulmonaire 
présente une résistance plus basse et est plus compliant que la circulation systémique 
(Harrison, Hatton, et Ryan 2015).  
De par sa fonction, le VD est exposé aux changements fréquents du volume de retour 
veineux, lui-même influencé par les variations de la respiration, la position du corps et de la 
condition pathologique (Guihaire et al. 2015). Le VD tolère beaucoup mieux une surcharge 
de volume que de pression. En effet, une surcharge de volume isolée, due à un défaut 
auriculaire par exemple, peut être présente pendant de nombreuses années sans que la 
fonction du VD ne soit altérée de manière notable. Le VD est beaucoup plus sensible à 
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une augmentation de la pression que du volume. Dans le cas d’une HTP, l’obstruction de 
l’arbre vasculaire pulmonaire induit une augmentation de la pression pulmonaire et donc de 
la post-charge du VD. Pour faire face à ces modifications et répondre aux besoins du corps 
en oxygène, le VD se dilate grâce à la finesse de sa paroi, et peut ainsi éjecter le même 
volume de sang vers les poumons (Brittain et al. 2012).  
La plasticité du VD lui permet de récupérer une forme et une fonction relativement normales 
suite à une transplantation pulmonaire (Gorter et al. 2017) ou à un endartériectomie (Rolf et 
al. 2014). En effet, le VD étant fortement affecté par la post-charge qu’il subit, une fois celle-
ci revenue à la normale grâce au retrait du matériel thrombotique ou du poumon défectueux, 
plus rien ne l’empêche d’éjecter le sang vers le système pulmonaire. Il retrouve donc une 
forme et une fonction normales.  
2. Le ventricule droit en HTP 
a. Le ventricule droit, un point clé de la survie des patients HTP 
La fonction du VD conditionne fortement la survie des patients atteints d’HTP. L’étude 
de Ghio et al. a révélé que les patients avec une PAPm élevée et une fraction d’éjection du 
VD préservée avaient un bien meilleur taux de survie que ceux présentant une PAPm élevée 
et une fraction d’éjection altérée (Figure 26) (Ghio et al. 2001). Cette étude a permis de 
réaliser l’importance de l’évaluation de la fonction cardiaque droite dans le diagnostic et la 
prise en charge de la pathologie.  
 
 
 
 
 
 
Figure 26 : Etude de la survie des patients atteints d’HTP avec ou sans insuffisance cardiaque droite 
associée. Adaptée de (Ghio et al. 2001). 
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De plus, une autre étude montre l’importance du stade de dysfonction cardiaque droite pour 
les patients atteints d’HTP. Le but était d’évaluer les améliorations cliniques de patients HTP 
recevant comme thérapie des vasodilatateurs spécifiques, et de faire ressortir des 
prédicteurs de la survie de ces patients. Après 14 mois d’étude, il a été observé que 
l’amélioration clinique des patients était dépendante de l’état morphologique et fonctionnel 
du VD avant le traitement (Giusca et al. 2013). L’état de dysfonction du VD conditionne 
fortement la réponse des patients aux traitements et donc leur survie.  
C’est dans l’objectif de prolonger la survie des patients que nous avons décidé de 
cibler le VD et de mettre au point une thérapie permettant de le soutenir afin qu’il ne 
devienne pas de plus en plus défaillant.  
b. Détail du diagnostic de l’insuffisance cardiaque droite en HTP 
Le VD étant un point clé de la survie des patients, il est important de bien mesurer son état 
de dysfonction. Pour ce faire, différentes techniques sont utilisées. 
La méthode non invasive couramment utilisée est l’échocardiographie. Réaliser une 
évaluation par échographie du VD n’est pas évident car sa forme en croissant et ses 
trabéculations rendent difficile une estimation du volume, surtout en échographie 2D. 
Cependant, l’échographie 3D, qui s’est développée ces dernières années, permet 
d’examiner de manière plus précise la fonction du VD. Plusieurs paramètres échographiques 
permettent de prédire le pronostic des patients HTP (Tadic 2015) (Ryan et al. 
2015) (Harrison, Hatton, et Ryan 2015) (Ryan et Tedford 2015) : 
 l’hypertrophie du VD, définie par une épaisseur de la paroi libre en fin de diastole 
supérieure à 5 mm, reflétant une augmentation de la masse du VD,  
 la dilatation du VD, qui est mesurée en vue 4 cavités, 
 la surcharge de pression du VD,  
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 le RVFAC mesuré en vue 4 cavités, qui est défini par : (l’aire du VD en diastole - l’aire 
du VD en systole)/ l’aire du VD en diastole, exprimé en pourcentage. Un RVFAC 
inférieur à 35% indique une dysfonction, 
 le mouvement de l’anneau de la valve tricuspide (TAPSE), utilisé pour apprécier la 
contraction longitudinale du VD, une valeur inférieure à 18 mm prédit une 
augmentation du risque de mortalité, sa mesure est dépendante de la pré-charge et 
post-charge, 
 la fraction d’éjection du VD (RV strain) qui est déduite de la mesure précédente. 
L’utilisation de l’échographie Doppler permet d’avoir des informations la fonction du VD par 
région (van de Veerdonk et al. 2014).  
L’IRM constitue la technique de référence pour mesurer la taille, la fonction, le débit et la 
masse du VD. L’évaluation du VD par IRM est reproductible et plus précise que par 
l’échographie car elle permet de détecter des modifications moindres (Thenappan et al. 
2018). L’IRM permet de mesurer le volume systolique du VD ainsi que sa fraction d’éjection, 
paramètres les plus communément utilisés pour évaluer la fonction systolique du VD (van de 
Veerdonk et al. 2014). L’IRM peut aussi donner une information sur le degré de fibrose du 
VD en mesurant la rétention du gadolinium injecté dans l’artère coronaire droite (Ryan et al. 
2015). 
Le cathétérisme cardiaque droit demeure nécessaire pour établir de manière définitive le 
diagnostic de l’HTP et effectuer le suivi de la dysfonction ventriculaire droite. Il permet de 
mesurer la PAPm, le débit cardiaque et la pression capillaire pulmonaire (Ryan et al. 2015).     
Bien que tous les paramètres cités précédemment soit utiles, ils sont dépendants des 
conditions de charges du VD et donc ne permettent pas de caractériser la fonction 
intrinsèque du VD. Le ratio Ees/Ea représente l’efficacité du couplage ventriculo-artériel et 
est indépendant des conditions de charge du VD (van de Veerdonk et al. 2014). L’élastance 
en fin de systole du VD (Ees) est une mesure de la contractilité intrinsèque du myocarde. Ea 
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correspond à l’élastance pulmonaire. En d’autres termes, Ees/Ea correspond au rapport 
entre la puissance de contraction du ventricule et la capacité du réseau pulmonaire à 
recevoir le flux sanguin. Si ce rapport est inférieur à 1, on parle de découplage, c'est-à-dire 
que le cœur fournit beaucoup plus de travail pour amener le flux sanguin aux poumons. S’il 
est égal à 1 le couplage ventriculo-artériel est équilibré. La détermination de ces deux 
paramètres requiert la mesure de nombreuses boucles pression-volumes qui s’effectuent par 
une intervention invasive. L’approche classique nécessite l’occlusion de la veine cave, 
requérant une certaine technique et posant un problème éthique pour les patients. Son 
utilisation est donc très limitée en clinique (Naeije et Manes 2014). 
c. Deux états du VD en HTP : adapté et désadapté 
Comme évoqué dans les chapitres précédents, l’HTP est une pathologie qui se développe 
progressivement et affecte dans un premier temps le lit vasculaire pulmonaire puis le VD. 
Celui-ci fait face à une surcharge de pression pulmonaire due à l’obstruction des vaisseaux. 
Par conséquent, la post-charge augmente. En d’autres termes, la force que doit vaincre le 
VD pour éjecter le sang vers le système respiratoire augmente. Afin d’éjecter le sang avec 
plus de force, il va s’adapter et se modifier. Dans les premiers temps de la pathologie, le VD 
peut compenser l’augmentation de la post-charge mais la pathologie étant chronique, si rien 
n’est entreprit, une insuffisance ventriculaire droite se développe. Le VD est alors pris dans 
un cercle vicieux (Figure 27) : il se remodèle et sa fonction est altérée, s’ensuivent une 
ischémie, une altération de son métabolisme, de l’angiogenèse et un remodelage 
adrénergique. Les vaisseaux pulmonaires étant toujours obstrués, les remodelages observés 
se poursuivent jusqu’au décès du patient par insuffisance cardiaque droite si aucun 
traitement n’est mis en place ou n’est efficace (Ryan et Archer 2014) (Ryan et al. 2015) 
(Vonk-Noordegraaf et al. 2013).  
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Figure 27 : Cercle vicieux dans lequel est pris le VD en HTP. Adaptée de (Loisel, Provost, Haddad, et 
al. 2018). 
Parmi les patients présentant un remodelage hypertrophique du VD, certains vont 
rapidement décompenser et s’aggraver tandis que d’autres vont rester stables pendant des 
années malgré une élévation de pression et un niveau d’hypertrophie similaires (Ryan et 
Archer 2014). On distingue donc deux états du VD : un état adapté et un état désadapté. 
Les facteurs déterminants influençant la transition entre ces deux états sont encore mal 
connus mais plusieurs mécanismes correspondant à l’état désadapté ont tout de même été 
identifiés (Figure 28) (Asosingh et Erzurum 2018).  
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Figure 28 : Transition de l’état adapté vers l’état désadapté du VD en HTP. Adaptée de (Asosingh et 
Erzurum 2018) et (Ryan et Archer 2014). 
L’état désadapté est caractérisé par une capacité physique réduite, une diminution du débit 
cardiaque et de la fraction d’éjection du VD. De plus, le VD présente de la fibrose et est 
dilaté (Ryan et al. 2015). Bien que ces définitions semblent peu précises, plusieurs 
anomalies au niveau cellulaire et moléculaire sont communes à l’état désadapté. Ainsi 
l’ischémie du VD, un métabolisme caractérisé par une glycolyse aérobie, une altération de 
l’angiogenèse, une raréfaction capillaire et une dérégulation du système nerveux autonome 
font partie des caractéristiques d’un état désadapté. De plus, ces modifications s’étendraient 
aussi au VG, tandis qu’à l’état adapté seul le VD est affecté (Ryan et Archer 2014) .   
Au contraire, l’état adapté est défini par une hypertrophie concentrique du VD qui est peu 
dilaté et peu fibreux. La capacité d’exercice est préservée, ainsi que le débit cardiaque et la 
fraction d’éjection du VD (Ryan et al. 2015).  
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 Ventricule droit adapté Ventricule droit désadapté 
Survie Bonne survie Mortalité importante 
Remodelage du VD 
     Taille  
     Ratio poids/volume 
     Hypertrophie 
 
Normale, légère dilatation  
Elevé 
Concentrique  
 
Dilatation  
Bas  
Fonction  
     Couplage ventriculo 
artériel 
    Fraction d’éjection  
     Débit cardiaque  
 
Préservé ou légèrement diminué 
 
Normale à légèrement diminuée  
Préservé  
 
Diminué  
 
Diminuée 
Diminué   
Angiogenèse  Augmentée, HIF1α activé, augmentation 
de l’expression de VEGF et SDF1 
Diminuée, HIF1α inhibé, raréfaction capillaire  
Fibrose  Minime  Importante  
Stress oxydant Faible production de ROS Augmentation de la production de ROS 
Métabolisme Augmentation de l’expression de GLUT1 
qui favorise l’augmentation de 
l’assimilation du glucose 
Diminution de l’assimilation du glucose, 
glycolyse aérobie, glutaminolyse 
Signalisation 
adrénergique  
 Altérée, désensibilisation et découplage des 
récepteurs β-adrénergiques et des 
récepteurs α et β dopaminergiques 
Tableau 3 : Résumé des différentes caractéristiques des états adapté et désadapté du VD en HTP.   
Afin de mieux comprendre la dysfonction du VD et l’objectif de ce travail de thèse, les 
différents mécanismes sont décrits en détail dans la partie suivante.  
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II. Détail des modifications affectant le ventricule droit en HTP 
1. Ischémie du ventricule droit 
L’ischémie du VD a été révélée chez les patients HTP par différentes techniques. L’imagerie 
de perfusion nucléaire a montré une diminution de la perfusion du VD chez des patients HTP 
après un effort physique (Gómez et al. 2001). L’observation du VD en IRM suite à un stress 
induit par l’adénosine a aussi montré une diminution de la perfusion du VD directement 
corrélée à la PAPm et à la dysfonction du VD (Vogel-Claussen et al. 2011) (Figure 29).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 29 : Imagerie IRM du VD, chez un contrôle sain et un patient atteint d’HTAP, au repos et suite 
à un stress induit par l’adénosine. Il y a une diminution de la perfusion et un remodelage du VD chez 
le patient HTAP par rapport au contrôle. Adaptée de (Vogel-Claussen et al. 2011). 
Chez les individus sains, la basse pression systolique du VD permet le remplissage de 
l’artère coronaire droite en diastole et en systole. En HTP, pour faire face à la surcharge de 
pression, le VD s’hypertrophie. Ceci entraine une augmentation de la tension sur sa paroi, 
comprimant la circulation coronaire. Par conséquent la pression de perfusion de l’artère 
coronaire droite est diminuée et le VD est moins bien irrigué. Il a été observé que le flux de 
l’artère coronaire droite est diminué en systole et que cette diminution est liée à la pression 
systolique du VD et à sa masse (van Wolferen et al. 2008). Cette réduction du flux 
coronaire droit affecte fortement le fonctionnement du VD (Vogel-Claussen et al. 2011).  
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L’altération de la circulation coronaire n’est pas la seule cause entrainant l’ischémie du VD. 
Une diminution de la densité capillaire a été observée chez un modèle murin d’HTP 
(SuHx). Cependant, le modèle de dysfonction du VD induit par bandage de l’artère 
pulmonaire (PAB) n’a pas montré de diminution de la densité capillaire du VD alors que ces 
2 modèles présentaient une élévation de la pression systolique du VD et une hypertrophie 
similaires (Figure 30). Ces observations suggèrent que l’ischémie du VD ne peut être 
expliquée uniquement par la surcharge de pression et par la diminution de la pression de 
perfusion de l’artère coronaire droite qui s’ensuit. Dans le modèle SuHx, Boogard et al. ont 
observé une diminution de l’expression du VEGF qui semble être due à un découplage entre 
Hypoxia Inducible Factor (HIF)1-α et le VEGF. Dans le VD dysfonctionnel, une augmentation 
du stress oxydatif peut mener à une altération de l’élément du promoteur du gène VEGF 
répondant à l’hypoxie. Le gène est donc moins sensible à la régulation par HIF1-α et 
l’expression protéique du VEGF est diminuée (Bogaard et al. 2009). Un rôle du micro-ARN 
(miR)-126 dans l’angiogenèse du VD en HTP a été identifié. L’expression de ce miR est 
diminuée dans le VD désadapté de patients HTP et il semblerait que cette régulation à la 
baisse altère l’angiogenèse en touchant la voie de signalisation du VEGF (Potus et al. 2015).  
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 30 : Densité capillaire du VD dans les modèles murins d’HTP. Image confocale des 
microvaisseaux du VD marqués par la lectine, les capillaires sont moins abondants dans le modèle 
SuHx tandis que la densité capillaire est similaire entre le groupe contrôle et le modèle PAB. Issue de 
(Bogaard et al. 2009). 
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Sutendra et al. ont étudié l’angiogenèse au cours de la transition du VD d’un état adapté à 
un état désadapté. Le modèle de rat MCT a été utilisé et les animaux ont été séparés en 2 
groupes : adapté (3 à 4 semaines après injection de MCT) ou désadapté (5 à 6 semaines 
après injection de MCT). Les animaux désadaptés correspondent à ceux présentant une 
diminution de la pression systolique et du débit cardiaque ainsi que des signes cliniques 
d’insuffisance cardiaque. Il a été observé une diminution du stress oxydatif et une 
augmentation de l’activité de HIF1-α chez les animaux adaptés, contrairement aux 
désadaptés. Seuls les animaux désadaptés présentaient une diminution de la densité 
capillaire (Figure 31) (Sutendra et al. 2013). L’étude d’un modèle murin d’HTP (HC) a montré 
des résultats similaires. Dans les premiers temps de la modélisation, il y a une activité 
angiogénique associée à un remodelage adaptatif du VD. Ensuite, l’exposition continue à 
l’hypoxie mène à un remodelage hypertrophique du VD sans que l’angiogenèse ne soit 
poursuivie (Kolb et al. 2015). Il semblerait donc que la diminution de l’angiogenèse du VD 
marque la transition entre les 2 états. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 31 : Densité capillaire du VD à l’état adapté et désadapté. L’injection de lectine fluorescente en 
intraveineuse avant le sacrifice permet le marquage de l’endothélium des vaisseaux perfusés. La 
densité capillaire est augmentée dans le VD des animaux désadaptés (dRVH pour decompensated 
Right Ventricular Hypertrophy) par rapport aux adaptés (cRVH pour compensated RVH). Issue de 
(Sutendra et al. 2013). 
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La densité capillaire du VD de patients décédés d’insuffisance cardiaque droite due à une 
HTP a aussi été étudiée. Dans ce cas, les contrôles sont des patients décédés d’infarctus du 
myocarde. Une diminution de la densité capillaire a été observée uniquement dans le VD 
des patients décédés d’insuffisance cardiaque droite (Figure 32) (Gerrina Ruiter et al. 2013). 
 
 
 
 
 
Figure 32 : Densité capillaire du VD de patients. Diminution significative de la densité capillaire 
(mesurée par un marquage von Willebrand) chez les patients décédés d’HTP par rapport à ceux 
décédés d’infarctus du myocarde. Adaptée de (Gerrina Ruiter et al. 2013). 
L’angiogenèse étant défectueuse, il n’y a pas de formation de nouveaux capillaires pour 
alimenter les cardiomyocytes qui s’hypertrophient en réponse à la surcharge de pression. On 
parle de décalage entre l’angiogenèse et l’hypertrophie (Crystal et Pagel 2018). De plus, 
les cardiomyocytes étant hypertrophiés, la distance de diffusion de l’oxygène entre le 
capillaire et la cellule est augmentée. Par conséquent, par rapport à la masse musculaire du 
VD, la densité capillaire est réduite en HTP (Gerrina Ruiter et al. 2013).  
L’ischémie du VD, caractérisée par une mauvaise irrigation du muscle par l’artère coronaire 
droite et une raréfaction capillaire, contribue fortement à l’insuffisance cardiaque droite en 
HTP. Il est probable que l’ischémie précipite les changements métaboliques qui se 
produisent dans le VD. Des thérapies ciblant l’ischémie du VD pourraient être bénéfiques 
pour les patients et éviter ou retarder le passage du VD vers un état désadapté.  
2. Métabolisme du ventricule droit 
A l’état fœtal, la production d’Adenosine Triphosphate (ATP) se fait majoritairement via la 
glycolyse et l’oxydation du glucose. Après la naissance, l’oxydation mitochondriale des 
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acides gras est la principale source d’énergie (60-90%) et le métabolisme du glucose 
contribue aussi en partie à la production d’ATP (10-40%) (Ryan et Archer 2015) (Ryan et 
Archer 2014). 
Dans des conditions normales, le métabolisme du glucose débute par la glycolyse qui 
convertit le glucose en pyruvate dans le cytosol. La glycolyse est couplée à l’oxydation du 
glucose se traduisant par le transport du pyruvate vers la mitochondrie où il sert de substrat 
pour la pyruvate dehydrogenase (PDH) qui va le convertir en acétyl-CoA. L’acétyl-CoA entre 
dans le cycle de Krebs et fournit des donneurs d’électrons pour la génération d’ATP (Ryan et 
Archer 2015). En condition pathologique, où la PDH est inhibée, la glycolyse est découplée 
de l’oxydation du glucose. Par conséquent, le pyruvate reste dans le cytosol où il va être 
transformé en lactate, c’est la glycolyse aérobie. La glycolyse aérobie constitue souvent le 
reflet de l’inhibition de la PDH par la kinase pyruvate dehydrogenase (PDK) (Ryan et Archer 
2015). 
Une autre voie métabolique utilisée pour la production d’énergie est la glutaminolyse. Elle 
correspond à l’hydrolyse de la glutamine en glutamate qui est ensuite convertie en α-
ketoglutarate dans la mitochondrie. L’α-ketoglutarate entre dans le cycle de Krebs et permet 
la production d’énergie pour supporter la croissance cellulaire.  
Les voies du métabolisme du glucose et de l’oxydation des acides gras sont liées, ainsi que 
celle de la glutaminolyse et de l’oxydation du glucose. La régulation à la baisse de l’une 
entrainera une augmentation de l’activité de l’autre.  
En HTP, le VD subit de nombreux changements métaboliques. Il est davantage dépendant 
de la glycolyse, qui se découple de l’oxydation du glucose, ce qui induit la formation de 
pyruvate qui reste dans le cytosol. La glycolyse aérobie devient la principale voie 
métabolique pour produire l’énergie (Asosingh et Erzurum 2018). Cette glycolyse découplée 
produit beaucoup moins d’énergie que la glycolyse couplée à l’oxydation du glucose. Pour 
pallier à ce métabolisme inefficace, l’absorption de glucose par les cardiomyocytes est 
 74 
 
augmentée. Ceci peut être quantifié par PET scan en mesurant l’absorption du 18FDG, un 
analogue du glucose. L’augmentation de l’absorption du 18fluorodésoxyglucose (FDG) a été 
démontrée dans le VD de patients HTP et corrèle avec son degré de dysfonctionnement 
(Figure 33). Cette augmentation de l’absorption du glucose est réversible chez les patients 
pour qui la thérapie prescrite est efficace (Oikawa et al. 2005) (Lundgrin et al. 2013). Il 
semblerait que le changement de métabolisme soit dû à la régulation à la hausse de PDK 
(Piao et al. 2010) (Rich et al. 2010).  
Figure 33 : Imagerie de l’absorption par le cœur du 18FDG chez un patient sain et un patient atteint 
d’HTAP. On peut observer une absorption du 18FDG beaucoup plus importante chez le patient HTAP, 
imagée en couleur rouge/jaune. RV : VD ; LV : VG ; IVS : septum interventriculaire. Issue de (Lundgrin 
et al. 2013). 
Une autre modification métabolique a été identifiée dans le VD en HTP, il s’agit de 
l’augmentation de la glutaminolyse, observée  dans une étude menée sur le modèle MCT. 
Tout comme la glycolyse aérobie, la glutaminolyse est une voie métabolique permettant la 
croissance rapide des cellules. Dans cette étude, l’inhibition de la glutaminolyse a engendré 
l’augmentation de l’oxydation du glucose et amélioré la fonction du VD (Piao et al. 2013).  
3. Activation sympathique du ventricule droit 
Le circuit cardiopulmonaire est la cible principale du système nerveux sympathique. Pour 
rappel, l’activation des nerfs sympathiques mène au relargage de catécholamines qui vont 
entrainer une vasoconstriction pulmonaire. Le système nerveux sympathique régule aussi la 
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fonction du VD. En conditions physiologiques, les récepteurs β-adrénergiques (1 et 2) 
augmentent la contractilité et la fréquence cardiaque (Maron et Leopold 2015).  
Les patients atteints d’HTP avec défaillance cardiaque droite ont des taux importants de 
catécholamines circulantes et perdent la capacité à augmenter le niveau de ces 
catécholamines lors d’un exercice. Ce taux de catécholamines circulantes permettrait même 
de prédire le pronostic des patients (Nootens et al. 1995).  
De plus, la réponse inotrope (qui correspond à la contractilité cardiaque) aux agonistes des 
récepteurs β adrénergiques est altérée. Ceci est le reflet d’une régulation négative et d’une 
désensibilisation des récepteurs β adrénergiques (Piao et al. 2012). Dans le cas d’un VD 
adapté (modèle PAB) ces modifications sont observées uniquement sur le VD, mais 
s’étendent au VG dans un modèle plus grave et désadapté (modèle SuHx) (Piao et al. 2012). 
La régulation négative des récepteurs β1 pourrait expliquer pourquoi les patients HTP 
répondent si mal aux inotropes tels que la dobutamine (Ryan et Archer 2014).  
Le système rénine-angiotensine-aldostérone serait aussi activé en HTP et favoriserait le 
remodelage vasculaire pulmonaire et du VD en stimulant la prolifération cellulaire, 
l’hypertrophie et la fibrose. Il existe un dialogue entre ce système et  le système nerveux 
sympathique. Il semblerait que l’activation de ces 2 systèmes ne soit pas une cause de la 
pathologie mais plutôt une conséquence (Maron et Leopold 2015).  
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4. Fibrose du ventricule droit 
La fibrose cardiaque peut exister sous différentes formes (Figure 34). La fibrose réactive 
correspond à un dépôt interstitiel de collagène autour des cardiomyocytes et des fibres 
myocardiques et peut aussi être localisée dans les espaces périvasculaires. Une fibrose de 
remplacement se développe suite à l’endommagement des cardiomyocytes et est révélée 
par la présence de foyers fibreux présents à la place des cardiomyocytes endommagés. Un 
autre type de fibrose cardiaque, appelée fibrose plexiforme, est caractérisé par la 
déstructuration des fibres de collagène dans des zones de désorganisation du tissu 
myocardique. Cette forme de fibrose est souvent observée aux points d’insertion des 
ventricules sur le septum interventriculaire (Egemnazarov et al. 2018).  
 
 
 
 
 
 
 
Figure 34 : Résumé des différents types de fibrose cardiaque. Adaptée de (Egemnazarov et al. 2018). 
Plusieurs modèles animaux ont été utilisés pour étudier la fibrose du VD en HTP et des 
variations entre les modèles ont été révélées. Dans le modèle d’HC chez le rat, dans la 
majorité des études, une fibrose du VD est observée. L’addition d’un inhibiteur du VEGF 
(Su5416) à l’HC induit une HTP plus sévère et une fibrose du VD plus étendue. La majorité 
des études utilisant le modèle d’HTP induit par MCT et le modèle de PAB ont aussi montré 
une fibrose du VD (Rain et al. 2016) (Bogaard et al. 2009) (Egemnazarov et al. 2018). 
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L’accès restreint au tissu ventriculaire droit de patients HTP rend difficile l’évaluation de la 
fibrose chez l’homme. Une seule technique non invasive permet d’évaluer la fibrose 
cardiaque in vivo, il s’agit de l’administration de gadolinium sous IRM. Les zones de 
rétention de ce produit de contraste corréleraient avec les zones de fibrose. La majorité des 
études ont montré un lien entre la rétention du gadolinium et la fonction du VD. En effet, la 
rétention du gadolinium est corrélée à l’hémodynamique pulmonaire, à la fonction du VD et à 
son remodelage (Shehata et al. 2011). Il s’agirait d’un marqueur de l’état d’avancement de la 
pathologie et d’un prédicteur d’un pronostic défavorable (Freed et al. 2012). Cependant, 
certaines études ne font pas cette observation. Ceci peut être dû à l’hétérogénéité des 
patients inclus dans les études, certaines incluant des patients avec des HTP des 5 groupes. 
De plus, plus la pathologie est sévère plus il y a de chance d’observer une rétention du 
gadolinium (Freed et al. 2012). Une hétérogénéité de sévérité des patients inclus pourrait 
aussi expliquer cette discordance entre les études.  
L’étude de Bradlow et al. a permis une comparaison directe entre la rétention du gadolinium 
dans le VD et des analyses histologiques de tissu ventriculaire droit de patients HTP. Il a 
observé la présence de fibrose plexiforme aux points d’insertion du VD sur le septum (Figure 
35). Néanmoins, selon lui, cette forme de fibrose est une caractéristique normale de 
l’anatomie de cette région du cœur. Elle est tout de même accentuée dans le VD 
hypertrophié de patients HTP. Dans cette étude, aucune fibrose de remplacement n’a été 
observée (Bradlow et al. 2010). Cependant, une autre étude a révélé la présence de fibrose 
péri-vasculaire et interstitielle chez des patients atteints d’HTAP idiopathique mais la région 
du VD analysée n’est pas précisée (Gomez-Arroyo et al. 2014). De plus, d’après l’étude de 
McCann, la rétention du gadolinium, retrouvée uniquement aux points d’insertion du VD sur 
le septum, est liée à la présence de fibrose qui participe à la dysfonction systolique du VD 
(McCann et al. 2007).  
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Figure 35 : IRM cardiaque montrant la rétention de gadolinium (cercles rouges) aux points d’insertion 
du VD sur le septum interventriculaire. RV : VD et LV : VG. Issue de (Freed et al. 2012). 
La présence de fibrose a été décrite histologiquement chez des patients atteints d’HTAP 
idiopathique et les auteurs ont conclu qu’elle participait en partie à la dysfonction diastolique 
du VD (Rain et al. 2013). Une autre étude menée sur des patients atteints d’HTAP héritable 
et des patients atteints d’HTAP idiopathique a révélé un degré de fibrose du VD similaire 
dans les 2 groupes. La partie du VD analysée n’étant pas précisée, il n’est pas possible de 
savoir dans quelle région du VD cette fibrose a été retrouvée (van der Bruggen et al. 2016). 
Ce sont les seules formes d’HTP où une fibrose du VD a été décrite d’un point de vue 
histologique.  
La fibrose étant peu étudiée dans le VD en HTP, peu d’études ont cherché à savoir si elle 
entrainait des conséquences fonctionnelles. Une étude de Rain et al. a démontré que 
l’augmentation de la fibrose du VD altère la fonction diastolique du VD (Rain et al. 2016). Le 
rôle de la fibrose dans le développement de l’HTP est encore mal connu. Cependant, il a été 
postulé que les territoires fibreux peuvent induire une hétérogénéité électrique du cœur et 
donc promouvoir l’arythmie (Egemnazarov et al. 2018).  
5. Inflammation du ventricule droit 
Un afflux de cellules inflammatoires a été observé dans le VD défaillant de patients 
présentant une HTP associée à une sclérose systémique. Cette observation n’a pas été faite 
chez les patients atteints d’HTAP idiopathique (Overbeek et al. 2010).  
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Cependant, tous les modèles animaux d’HTP présentent une augmentation du niveau de 
cytokines circulantes qui vont affecter la contractilité et le remodelage du VD, induisant 
hypertrophie, apoptose et fibrose (Rondelet et al. 2012) (Campian et al. 2010) (M. L. 
Handoko et al. 2009) (Samson et Paulin 2017). Les données expérimentales existantes 
suggèrent que l’inflammation se déroule plutôt dans les premiers temps de la pathologie et 
lors de la transition de l’état adapté à l’état désadapté (Campian et al. 2010) (M. L. Handoko 
et al. 2009). Il est possible que l’inflammation ne soit plus présente ou active dans la phase 
terminale de la pathologie (état désadapté).  
Les études précliniques suggèrent que l’inflammation est un point clé du cercle vicieux qui 
existe entre le VD et la circulation pulmonaire. L’hypothèse actuelle est que l’inflammation 
péri-vasculaire joue un rôle dans le remodelage vasculaire pulmonaire qui mène à une 
augmentation du stress mécanique et de l’ischémie du VD. De plus, l’inflammation initiale de 
la circulation pulmonaire augmente l’inflammation dans la circulation systémique, 
déclenchant celle du VD. L’inflammation du VD va participer à sa dysfonction. Dans ce cœur 
défaillant, une augmentation des modifications neuro-hormonales, de l’ischémie et du stress 
mécanique vont favoriser le remodelage vasculaire pulmonaire. Au fur et à mesure, un cercle 
vicieux se crée entre l’inflammation du VD, le VD dysfonctionnel et le remodelage vasculaire 
pulmonaire (X.-Q. Sun, Abbate, et Bogaard 2017).   
Les bénéfices d’un traitement anti-inflammatoire sont toujours flous pour le VG. Cependant, 
les thérapies anti-inflammatoires pourraient avoir plus de résultats sur le VD dysfonctionnel 
suite à une HTP car, dans ce cas, l’inflammation joue un double rôle dans la pathogénèse, à 
la fois sur la circulation pulmonaire et sur le VD (X.-Q. Sun, Abbate, et Bogaard 2017).  
III. Traitements existants pour le VD en HTP 
Habituellement, en HTP, les thérapies ciblent la post charge du VD, donc la circulation 
pulmonaire, qui est gravement remodelée et qui est la cause de la dysfonction du VD. Les 
traitements ciblant le système vasculaire pulmonaire se sont considérablement développés 
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ces dernières années et permettent de réduire la post-charge du VD. Cependant, les 
médicaments réduisant la post-charge ont une efficacité limitée dans le temps. L’utilisation 
de traitements combinés, ciblant à la fois le système vasculaire pulmonaire et le VD, 
serait intéressante pour améliorer la survie des patients. Les thérapies ciblant le VG 
sont beaucoup plus avancées et couramment utilisées, elles pourraient donc être utilisées 
pour le VD. Cependant, appliquer ces thérapies au VD requiert des essais cliniques 
préalables. De plus, de par les nombreuses différences existant entre les 2 ventricules, il 
semblerait peut être plus judicieux de cibler directement les mécanismes altérés du VD en 
HTP que d’essayer de lui appliquer les thérapies du VG. Différentes stratégies 
thérapeutiques sont en cours d’étude mais, à ce jour, aucune n’a été validée pour le VD des 
patients HTP. Voici ci-dessous un aperçu des stratégies de traitements pour le VD. Celles-ci 
peuvent être présentées en 2 parties, dans un premier temps les stratégies thérapeutiques 
ayant pour objectif de réduire la pression exercée sur la paroi du VD et, dans un deuxième 
temps, les stratégies pour lutter contre les effets délétères de cette pression (Westerhof et al. 
2017).  
1. Stratégies thérapeutiques ciblant la pression exercée sur la 
paroi du VD 
a. Atrioseptostomie 
L’atrioseptostomie, qui consiste à créer une communication entre les oreillettes gauche et 
droite, a été envisagée en HTP. En effet, il a été remarqué que les patients présentant une 
HTP associée à un foramen ovale perméable (communication physiologique présente entre 
les 2 atriums durant la vie fœtale) vivaient plus longtemps que ceux sans shunt intra-
auriculaire. Cependant, l’ouverture entre les 2 oreillettes réduit l’oxygénation du sang 
puisqu’une partie du sang désoxygéné passe directement dans l’OG puis le VG et est 
redistribuée aux organes sans être passée par les poumons. Malgré tout, l’atrioseptostomie 
permet de réduire la tension sur la paroi du VD en HTP et donc d’améliorer sa fonction. 
Cependant, les effets bénéfiques de cette procédure sont à contrebalancer avec son 
caractère risqué. Le taux de mortalité suite à cette procédure est relativement élevé (15%). 
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De plus, tous les patients ne vont pas répondre de manière similaire à la création de ce 
shunt gauche-droit. Des études approfondies sur cette technique dans le cas de patients 
HTP doivent encore être mises en œuvre pour préciser les critères de sélection des patients 
(Sandoval, Rothman, et Pulido 2001) (Al Maluli et al. 2015).  
b. Diurétiques  
L’insuffisance cardiaque droite mène à une rétention de fluide dans le corps ce qui entraine 
de l’œdème périphérique. Bien qu’il n’y ait pas d’études cliniques randomisées sur les 
diurétiques, l’expérience clinique montre des effets bénéfiques sur la rétention de fluide chez 
les patients HTP (Galiè et al. 2016). Les diurétiques jouent un rôle important dans la prise en 
charge de l’insuffisance cardiaque droite en HTP. Une étude prospective a examiné l’impact 
d’un antagoniste du récepteur de la vasopressine et a révélé une diminution du Brain 
Natriuretic Peptid (BNP) (un marqueur de dysfonction cardiaque) chez 10 patients atteints 
d’insuffisance cardiaque droite associée à une HTP (Tamura et al. 2015). Des études 
randomisées avec un groupe contrôle sont encore requises pour valider ces observations.  
c. Dispositif d’assistance ventriculaire droite 
L’assistance percutanée et l’oxygénation extracorporelle par membrane (plus connue sous 
l’acronyme ECMO) dans le cadre de l’HTP ne sont pas adéquates pour une utilisation sur le 
long terme. Jusqu’ici, les dispositifs d’assistance ventriculaire droite étaient utilisés dans le 
cas d’une insuffisance cardiaque droite et gauche combinée, dans l’attente d’une greffe 
cardiaque. Une seule étude préclinique reporte l’utilisation d’un dispositif d’assistance 
ventriculaire droite sur un modèle PAB chez le mouton. L’effet de l’implantation du dispositif 
juste après la ligature et 8 semaines après (ce qui est plus représentatif de la condition des 
patients) a été étudié. La pression artérielle s’est améliorée dans les 2 groupes, mais le débit 
cardiaque uniquement dans le groupe ayant reçu le dispositif juste après la ligature 
(Verbelen et al. 2017). De plus, le dispositif d’assistance ventriculaire droite n’a pas permis 
de diminuer la post-charge du VD. A ce jour, les données sont trop limitées pour utiliser ces 
dispositifs sur le long terme de manière sure. Pour le moment leur usage est restreint à une 
utilisation uniquement au stade terminal de la pathologie, dans l’attente d’une greffe.  
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2. Stratégies thérapeutiques ciblant les conséquences de la 
pression exercée sur la paroi du VD  
a. Resynchronisation cardiaque 
Lorsque la pathologie est à un stade avancé, le fonctionnement du VG et du VD est 
asynchrone : la contraction du VD se poursuit jusqu’au début de la diastole du VG. De plus, 
le VD se dilate et pousse le septum interventriculaire vers le VG pour essayer de pallier à la 
surcharge de pression à laquelle il fait face. Par conséquent, le remplissage du VG est 
affecté et les battements cardiaques sont inefficaces. Une étude, menée sur cœur isolé 
perfusé de rats MCT, a montré que la stimulation électrique du cœur droit permettait 
d’améliorer la fonction systolique du VD et de réduire l’effet négatif de la contraction 
prolongée du VD sur la diastole du VG (M. Louis Handoko et al. 2009). Une étude a aussi 
été menée sur des patients présentant une dysfonction cardiaque droite et une 
désynchronisation cardiaque due à une HPPE. Des stimulations électriques ont été 
appliquées de manière séquentielle sur l’OD et le VD. Ceci a permis de réduire la 
désynchronisation, d’augmenter la contractilité du VD et d’améliorer le remplissage 
diastolique du VG (Hardziyenka et al. 2011). Contrairement au VG, peu d’études ont évalué 
la stimulation du VD. On peut se demander si la stimulation électrique du VD ne risque pas 
d’entrainer une augmentation du stress de sa paroi et de sa demande en oxygène. D’autres 
études sont donc clairement nécessaires avant de généraliser l’usage cette technique. 
b. Soutien de l’apport en oxygène du VD 
Plusieurs mécanismes induisent une ischémie du VD (voir Chapitre IV II.1), par conséquent 
plusieurs stratégies peuvent être utilisées pour améliorer l’apport en oxygène du VD. 
i.  Restaurer le contenu en myoglobine 
Le fer est un cofacteur important dans le transport de l’oxygène, il est nécessaire pour 
produire l’hémoglobine et la myoglobine qui facilitent respectivement la diffusion et le 
stockage de l’oxygène. Dans une étude menée sur les patients atteints d’HTAP idiopathique, 
43% des patients étudiés présentaient un déficit en fer. Cette déficience en fer est corrélée à 
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une diminution de la distance parcourue en 6 minutes (G. Ruiter et al. 2011). Aussi, dans 
une autre étude, les auteurs ont testé l’administration de fer chez des patients atteints 
d’HTAP idiopathique et déficients en fer. La distance parcourue en 6 minutes est restée 
inchangée 12 semaines après l’administration, mais l’endurance des patients était 
augmentée. Cependant, ceci n’est pas dû à une amélioration de la fonction du VD mais 
plutôt à une augmentation d’oxygène au niveau des muscles squelettiques (Gerrina Ruiter et 
al. 2015). Des études complémentaires, permettant de déterminer le mécanisme exact de la 
déficience en fer et d’établir de manière contrôlée et randomisée si l’administration de fer 
peut être utile aux patients HTP, sont nécessaires.   
ii.  Augmenter la densité capillaire  
Le miR-126 est spécifique de l’endothélium et impliqué dans la régulation de l’angiogenèse. 
L’étude complète de Potus et al. a montré plusieurs paramètres à propos de l’implication de 
ce miR dans l’ischémie du VD en HTP. L’analyse de biopsies de VD adaptés et désadaptés 
de patients HTP a montré une diminution de l’expression du miR-126 dans les VD 
désadaptés en comparaison aux VD adaptés. De plus, restaurer in vitro l’expression de miR-
126 dans les cellules endothéliales issues de patients avec un VD désadapté rétablit 
l’angiogenèse. Enfin, la régulation à la hausse de ce miR-126 (par administration d’un mime) 
dans un modèle de rat MCT a induit une augmentation de la densité capillaire du VD et une 
diminution de sa fibrose (Potus et al. 2015). Les études sur les miR sont en plein essor ces 
dernières années, certaines thérapies à base de miR (mime ou inhibiteur de miR) ayant déjà 
été testées chez l’homme lors de phases cliniques. Ces résultats prometteurs requièrent 
donc une validation dans un modèle préclinique avant de passer aux essais cliniques. 
iii.  Cibler les mitochondries 
Comme décrit dans le Chapitre IV II.2, le métabolisme passe d’une oxydation du glucose 
dans le VD sain à de la glycolyse dans le VD en HTP. Ce changement de métabolisme est 
dû, en partie, à la PDK qui va altérer la voie de l’oxydation du glucose. L’inhibition de la PDK, 
a permis de montrer, dans 2 modèles murins d’HTP, une augmentation de l’oxydation du 
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glucose, une diminution de l’hypertrophie du VD et par conséquent une amélioration de sa 
fonction (Piao et al. 2010). 
Pour rappel, il y a une relation réciproque entre l’oxydation des acides gras et l’oxydation du 
glucose, telle qu’inhiber une des voies augmente l’autre. Dans un modèle de rat PAB, 
l’inhibition de l’oxydation des acides gras a permis de restaurer l’oxydation du glucose, 
d’augmenter le débit cardiaque et de réduire l’hypertrophie du VD (Fang et al. 2012). Les 
résultats intéressants de cette étude et le fait que les inhibiteurs utilisés soient déjà 
disponibles en clinique devraient mener à des essais cliniques randomisés et contrôlés pour 
prouver leur efficacité chez l’homme.  
c. Modulation neuro-hormonale  
Comme décrit dans le Chapitre IV, le système nerveux sympathique est suractivé chez les 
patients HTP et une diminution de la densité des récepteurs β-adrénergiques est observée.  
Les β-bloquants réduisent le rythme cardiaque et donc la demande en oxygène du cœur. Ils  
pourraient être bénéfiques pour les patients HTP. Des études précliniques ont montré que le 
blocage des récepteurs β-adrénergiques induit une amélioration de la fonction du VD 
(Asosingh et Erzurum 2018). De plus, un essai clinique récent de phase I a démontré que le 
traitement de patients HTP avec un β-bloquant non spécifique, le carvedilol, est sans danger 
et a des effets bénéfiques. En effet, une diminution de la fréquence cardiaque et un retour 
rapide à un rythme cardiaque normal après un exercice ont été observés. Ce traitement 
permet aussi de diminuer le taux de glycolyse du VD et améliore la fonction cardiaque droite. 
Les effets bénéfiques observés sont associés à une augmentation du nombre de récepteurs 
β-adrénergiques (Farha et al. 2017). L’administration d’un autre β-bloquant, le bisoprolol, a 
été étudiée chez des patients atteints d’HTAP idiopathique. Cependant, malgré une 
diminution du rythme cardiaque, la fraction d’éjection du VD est restée inchangée et la 
distance parcourue en 6 minutes a été retrouvée diminuée. Dans ce cas, le traitement β-
bloquant ne s’est pas montré bénéfique (van Campen et al. 2016).  
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En conclusion, plusieurs stratégies thérapeutiques ciblant le VD se sont développées 
ces dernières années. Cependant, elles nécessitent des investigations plus approfondies 
pour qu’elles puissent un jour être proposées aux patients et ainsi améliorer 
considérablement leurs conditions et leur durée de vie. A ma connaissance, aucune thérapie 
cellulaire ciblant directement le VD en HTP n’a été développée ni même testée. De 
nombreuses thérapies cellulaires, administrées par différentes voies, existent déjà pour le 
VG et ont été testées chez l’homme (Philippe Menasché 2018a). L’objectif de ce travail de 
thèse était de valider la faisabilité de l’administration d’une thérapie cellulaire dans le VD 
d’un modèle porcin d’HTP. Vous comprendrez dans le chapitre suivant sur quels critères 
nous nous sommes basés pour choisir le produit de thérapie cellulaire optimal.  
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Chapitre V – Thérapie cellulaire ciblant le 
ventricule droit en HTAP 
Ce chapitre est basé sur la revue « Stem cell therapy targeting the right ventricle in 
pulmonary arterial hypertension : is it a potential avenue of therapy ? » publiée dans le 
journal Pulmonary Circulation dont je suis le co-premier auteur (Loisel, Provost, Haddad, et 
al. 2018). 
Les thérapies cellulaires ciblant le VG se sont beaucoup développées ces dernières années. 
Les résultats prometteurs observés dans les modèles animaux ont conduit à des essais 
cliniques chez l’homme qui ont montré une amélioration de la fonction du VG et du 
remodelage cardiaque (Philippe Menasché 2018a). De ce fait, compte tenu de l’importance 
de la dysfonction du VD en HTP, on peut espérer voir apparaitre dans les prochaines années 
des thérapies cellulaires ciblant ce ventricule dans cette pathologie. Ce chapitre traite dans 
un premier temps des différentes voies d’administration utilisées en thérapie cellulaire 
cardiaque. Ensuite, les différentes études portant sur les thérapies cellulaires du VD en HTP 
sont décrites. Quasiment toutes les études n’avaient pas pour objectif initial de cibler le VD, 
mais plutôt le système vasculaire pulmonaire. Cependant, la plupart des études ont tout de 
même analysé la fonction du VD suite à l’administration de ces thérapies. Seuls les effets sur 
le VD observés dans les études citées sont mentionnés ici. Les effets observés sur le réseau 
vasculaire pulmonaire sont détaillés dans les tableaux récapitulatifs de la revue (Loisel, 
Provost, Haddad, et al. 2018). Il est à noter qu’au moment de l’écriture de la revue, les trois 
études existantes et ciblant le VD n’étaient pas encore publiées, elles ont été rajoutées dans 
ce manuscrit.  
I. Voies d’administration  
Comme les résultats des études sur les cellules souches dépendent non seulement du type 
cellulaire utilisé mais aussi de la voie d'administration choisie, les trois principales voies 
d'administration sont décrites ci-dessous (Figure 36).  
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Figure 36 : Schéma récapitulant les 3 principales voies d’administration de cellules dans le VD 
défaillant. Adaptée de (Loisel, Provost, Haddad, et al. 2018).  
1. Intracoronaire  
La voie intracoronaire est la voie d’administration privilégiée et la plus étudiée. Elle est peu 
complexe techniquement et peu couteuse (Dib et al. 2011).  
L'injection intracoronaire de différents types cellulaires a déjà été testée dans plusieurs 
essais cliniques, et ceux-ci ont prouvé son innocuité et son efficacité. L'essai clinique SCIPIO 
(Cardiac Stem Cell Infusion in Patients With Ischemic CardiOmyopathy) a révélé que la 
perfusion intracoronaire de cellules souches cardiaques était efficace pour améliorer la 
fonction ventriculaire gauche chez des patients souffrant d'insuffisance cardiaque après un 
infarctus du myocarde (Chugh et al. 2012). Le même type d'essai a été réalisé avec des 
cellules souches mésenchymateuses (CSM) où les patients ont également présenté une 
récupération de la fonction contractile (Schächinger et al. 2009).  
Les cellules sont administrées via un cathéter placé dans l’artère coronaire choisie. Lors de 
l’injection le flux sanguin dans les coronaires peut être maintenu ou non. Pour arrêter le flux, 
un ballon est utilisé pour réaliser une occlusion temporaire pour d’éviter que les cellules ne 
soient rapidement évacuées du tissu cardiaque (Badr Eslam et al. 2017).  
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Cependant, avec cette technique les cellules administrées risquent d’obstruer les vaisseaux 
coronaires et microvaisseaux, entrainant une nécrose du tissu qui peut aboutir à un infarctus. 
De plus, cette technique n’est pas applicable aux patients ayant des artères coronaires 
obstruées. Enfin, concernant la rétention cellulaire, l'administration intracoronaire semble 
avoir une efficacité moindre comparée à l'administration intracardiaque (Hou et al. 2005). 
Dans le cas de l’injection intracoronaire, les cellules délivrées doivent avoir des capacités 
migratoires pour aller vers la zone du myocarde endommagé. Le choix du type de cellule 
administré est donc crucial.  
2. Intracardiaque  
L'administration intracardiaque est la voie d'administration la plus efficace mais aussi la plus 
invasive (Golpanian et al. 2016) (Dib et al. 2011). Elle peut être divisée en deux sous-types : 
(1) injection épicardique ou intramyocardique et (2) transendocardique.  
(1) L’injection intramyocardique est considérée comme la méthode la plus sure. L'innocuité 
et la faisabilité d'une transplantation de myoblastes autologues chez des patients atteints de 
cardiomyopathie ischémique ont été évaluées et les résultats suggèrent qu'il s'agit d'une 
méthode d'administration fiable (Dib et al. 2005) (Philippe Menasché et al. 2008). De plus, 
l'administration épicardique semble être plus efficace que l'administration intracoronaire en 
ce qui concerne la rétention cellulaire (Hou et al. 2005). Pour la réaliser, il faut avoir un accès 
direct au cœur. Ceci peut se faire via une thoracotomie gauche ou une sternotomie. Il s’agit 
donc d’un geste hautement invasif mais le fait de visualiser le cœur permet d’injecter 
directement dans la zone dysfonctionnelle localisée au préalable par des techniques 
d’imagerie. Les cellules sont injectées à l’aide d’une seringue par le manipulateur. Il y a un 
risque de perforation du ventricule, d’embolisation, d’arythmie et d’inflammation dans la zone 
piquée par l’aiguille.  
(2) L’administration transendocardique semble la plus efficace. Elle donne des résultats 
plus probants que l’injection intracoronaire. Vrtovec et al. ont comparé les voies 
d’administration intracoronaire et transendocardique de cellules CD34+ chez des patients 
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atteints de cardiomyopathie dilatée non ischémique. L’équipe a constaté que l’injection 
transendocardique était associée à une meilleure réponse clinique grâce à un taux plus 
élevé de rétention des cellules (Vrtovec et al. 2013). Cette technique permet une approche 
ciblée pour délivrer les cellules au myocarde endommagé. Cependant, elle nécessite un 
équipement et des compétences complexes. Le système le plus utilisé est le cathéter 
Myostar® combiné à un système de guidance 3D NOGA® qui réalise une cartographie 
cardiaque électromagnétique. C’est ce système de guidance 3D qui permet d’injecter le 
produit de thérapie cellulaire dans les zones qui ont été localisées au préalable par des 
techniques d’imagerie non invasives. Cette approche est donc beaucoup moins invasive que 
celle citée précédemment. En revanche, ici aussi il y a un risque de perforation du ventricule, 
d’arythmie et d’inflammation (Dib et al. 2011). 
A ma connaissance, la voie intramyocardique n'a jamais été directement comparée à la voie 
transendocardique. L’administration intracardiaque présente une meilleure rétention 
cellulaire que l’administration intracoronaire. Malgré tout, cette rétention reste faible. Par 
ailleurs, un essai clinique a révélé que les cellules administrées par voie transendocardique 
n'exercent leur effet qu'au site d'injection (Suncion et al. 2014). Selon que l’on souhaite 
traiter une pathologie généralisée au ventricule ou seulement cibler une certaine zone, il est 
important de prendre en compte cette dernière considération. Cependant, il est à noter que 
les injections cellulaires entraînent une mort cellulaire considérable, pouvant être attribuée à 
différents aspects (Skuk, Goulet, et Tremblay 2014) (Abdelwahid et al. 2016) : 
-  le détachement enzymatique des cellules est une cause de mort cellulaire. En effet, les 
contacts intercellulaires étant rompus, les cellules peuvent entrer en anoïkis (une forme 
d’apoptose) quand elles restent en suspension plusieurs heures.  
- le passage des cellules dans l’aiguille constitue un autre stress mécanique qui induit la 
mort d’une partie des cellules 
- l’inflammation provoquée par l’aiguille lors de l’injection  
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- le tissu endommagé dans lequel elles sont administrées n’est pas très accueillant (acide, 
en hypoxie, en manque de nutriments et inflammé). Les cellules administrées ne sont 
pas forcément prêtes à supporter un environnement aussi hostile, surtout par rapport à 
l'environnement idéal dans lequel elles ont été cultivées avant l'injection. 
L’environnement extracellulaire au site de l’injection influence non seulement la survie 
des cellules mais aussi leur intégration dans le tissu hôte.  
Pour améliorer la survie des cellules transplantées et leur intégration au tissu cardiaque, 
l’utilisation de biomatériaux s’est développée.  
3. Par biomatériaux  
Ces dernières années l’utilisation de biomatériaux comme support pour la prolifération, la 
croissance et la différenciation des cellules administrées a considérablement progressé.  
Les biomatériaux utilisés peuvent être naturels ou synthétiques. Les biomatériaux naturels 
les plus souvent employés sont le collagène, la fibronectine et les polysaccharides. La 
plupart de ces biomatériaux d’origine naturelle sont biocompatibles. L’utilisation de 
biomatériaux synthétique permet le plus souvent un meilleur contrôle des propriétés finales 
du biomatériaux. Les biomatériaux synthétiques ont l’avantage de pouvoir être composés 
à façon. En effet, il est possible de contrôler la structure et la taille des pores recevant les 
cellules. Cependant, en dépit du fait que ces biomatériaux synthétiques soient plus 
facilement modulables, la plupart d’entre eux sont peu biocompatibles car ils sont souvent 
immunogènes. Différents types de supports cellulaire existent (Figure 37)  (Simon-Yarza, 
Bataille, et Letourneur 2017) :  
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Figure 37 : Différents types de supports pour l’administration de cellules en thérapie cellulaire.  
- Particules : les cellules sont transportées à la surface de particules qui peuvent contenir 
des facteurs de croissance afin de favoriser leur survie. Une étude a démontré que 
l’administration de particules, contenant du VEGF et à la surface desquelles des CSM 
ont été déposées, entrainait une amélioration de la rétention cellulaire et de la fonction 
cardiaque par rapport à l’administration de CSM seules et même de CSM attachées sur 
des particules vides. Ceci a été observé dans un modèle murin d’infarctus du myocarde 
où les biomatériaux ont été administrés en intracardiaque, autour de la zone infarcie. 
Dans ce cas, les particules utilisées étaient des microsphères d’acide poly lactique-co-
glycolique contenant du VEGF et coatées avec de la fibronectine pour permettre 
l’adhésion des cellules (Madonna et al. 2015).  
- Feuillets cellulaires : pour former des feuillets cellulaires, les cellules sont cultivées sur 
des polymères sensibles à la température et hydrophobes à 37°C. Une fois que la 
confluence est atteinte, le fait de mettre le polymère à une température plus faible le 
rend hydrophile et permet au feuillet cellulaire de se détacher sans étape de digestion 
enzymatique. Il est désormais possible de superposer ces feuillets pour construire une 
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structure 3D. Shimizu et al. ont montré que le fait de superposer des feuillets cellulaires 
au cours de plusieurs chirurgies, espacées d’un ou 2 jours, permettait une 
vascularisation de la structure 3D (Shimizu et al. 2006). Ces feuillets cellulaires ont aussi 
été utilisés comme support pour d’autres cellules. En effet, un système de feuillets 
cellulaires composés de fibroblastes sur lesquels sont ensemencés des progéniteurs 
endothéliaux circulants (PEC) a été mis au point. La superposition de 3 de ces feuillets, 
transplantés sur le cœur de rats avec infarctus du myocarde, a montré une diminution de 
la formation de tissu fibreux et une augmentation de la vascularisation (Kobayashi et al. 
2008). Une autre étude préclinique a développé un feuillet cellulaire composé de cellules 
stromales sur lesquelles des progéniteurs cardiaques ont été ensemencés. La 
transplantation de cette structure sur le cœur défaillant de primates non-humains a 
démontré son intégration au tissu cardiaque, entrainant la différenciation des 
progéniteurs cardiaques en cardiomyocytes et une augmentation de la densité capillaire 
(Bel et al. 2010).  Enfin, une étude a rapporté le cas d’un patient atteint de 
cardiomyopathie dilatée chez qui la transplantation d’un feuillet cellulaire, composé de 
myoblastes autologues, a permis d’améliorer la fonction cardiaque et de lui éviter une 
transplantation (Sawa et al. 2012). L’avantage de ces feuillets cellulaires est l’absence 
de matériel étranger.  
- Patch : de nombreux patchs de compositions différentes ont été mis au point. Il est 
important de bien choisir la composition du patch car celle-ci peut affecter le devenir des 
cellules qui y sont ensemencées. Le patch peut être utilisé de deux façons : soit il sert à 
encapsuler les cellules pour que celles-ci puissent relarguer leur facteurs sans être 
rejetées par le tissu hôte, soit il sert de matrice où les cellules vont pouvoir proliférer et 
même se différencier (Simon-Yarza, Bataille, et Letourneur 2017). Des hydrogels 
composés de fibrine où sont incorporées des cellules souches ont déjà été utilisés chez 
l’homme. Les cellules sont mélangées à une solution de thrombine, qui, quand elle est 
mise en contact avec une solution de fibrinogène, se solidifie et forme ainsi une matrice 
3D contenant les cellules. Ainsi, l’équipe du Pr. Menasché a réalisé en 2015 une 
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première mondiale en transplantant un patch de fibrine contenant des progéniteurs 
cardiaques dérivés de cellules souches embryonnaires à un patient souffrant d’une 
défaillance cardiaque sévère (Figure 38). Cette transplantation a été réalisée 
conjointement à un pontage coronarien. Cette étude a permis de démontrer la faisabilité 
de la technique et d’améliorer la condition du patient (Philippe Menasché et al. 2015). 
Suite à ce succès, la technique a été reproduite chez 6 patients et a confirmé la 
faisabilité et l’innocuité de la transplantation d’un patch de fibrine contenant des 
progéniteurs cardiaques dérivés de cellules souches embryonnaires, permettant ainsi de 
préparer le terrain pour des études de plus grande ampleur (Philippe Menasché et al. 
2018). Des patchs de collagène ont aussi été utilisés comme vecteur d’administration 
des cellules. Lors d’un essai clinique de phase I, un patch de collagène contenant des 
cellules mononuclées autologues a été administré chez 10 patients ayant subi un 
infarctus du myocarde. Ceci a permis de démontrer la faisabilité et l’innocuité de la 
procédure (Chachques et al. 2008). De plus, de nombreux polysaccharides tels que 
l’alginate, le chitosan, le dextran et le pullulan ont aussi été étudiés pour la régénération 
du tissu cardiaque. En effet, ceux-ci ont l’avantage d’être biocompatibles et 
biodégradables (Silva et al. 2015). Il a été observé que la pose d’un patch constitué de 
pullulan et de dextran et ensemencé avec des CSM permettait une meilleure diffusion 
des cellules vers le myocarde infarci que l’injection intramyocardique de CSM (Le Visage 
et al. 2012). Les cellules peuvent aussi être imbriquées dans de l’hydrogel liquide qui est 
ensuite injecté dans le cœur. L’administration de CSM intégrées dans de l’hydrogel de 
chitosan permet d’améliorer la fonction cardiaque de rats ayant subi un infarctus (Xu et 
al. 2017).   
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Figure 38 : Processus d’implantation du patch de fibrine contenant des progéniteurs cardiaques 
dérivés de cellules souches embryonnaires. A : lavage du patch de fibrine contenant les cellules dans 
du sérum physiologique avant implantation. B : pose du patch sur l’épicarde da la zone infarcie. C : 
suture du péricarde autour de la zone infarcie qui est ensuite rabattu sur le patch de fibrine, celui-ci 
est donc placé en sandwich entre le feuillet de péricarde et l’épicarde. Issue de (Philippe Menasché 
et al. 2018). 
- Matrice extracellulaire : Lorsque les cellules sont injectées en suspension, elles ne 
possèdent plus la matrice extracellulaire qui leur sert de plate-forme et de support 
permettant leur développement. C’est pourquoi l’utilisation de matrices extracellulaires 
décellularisées est en cours d’étude. Elle a démontré des premiers résultats prometteurs 
mais nécessite encore beaucoup d’ajustements (Simon-Yarza, Bataille, et Letourneur 
2017).  
II. Thérapie cellulaire pour le VD 
 
Compte tenu de la nature de la physiopathologie de l'HTP, idéalement les cellules souches 
devraient être facilement disponibles, compatibles avec le système immunitaire et pro-
angiogéniques. Les cellules souches citées dans la suite de cette partie sont celles qui ont 
été utilisées en tant que thérapie cellulaire dans des modèles animaux d’HTP. Pour mieux 
comprendre leur potentiel, un bref résumé de leurs caractéristiques est rédigé pour chaque 
type cellulaire, suivi d’un descriptif des résultats de l’administration de ces cellules dans des 
modèles d’HTP. Pour rappel, quasiment toutes les études n’avaient pas pour objectif initial 
de cibler le VD, mais plutôt le système vasculaire pulmonaire.  
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1. Cellules souches mononucléées 
Le sang de cordon ombilical (SCO) constitue une source de cellules souches 
mononucléées, relativement accessibles car elles peuvent être isolées par centrifugation en 
gradient de densité (Ficoll) (Fuss et al. 2009). Il a été montré in vitro, que ces cellules ont 
une fonction similaire à celle des péricytes: elles agissent comme des cellules murales 
proangiogéniques en soutenant la formation du réseau vasculaire développé à partir de 
progéniteurs endothéliaux (Peters et al. 2015). Elles ont également un potentiel anti-fibreux 
et pro-angiogénique in vivo (Oommen et al. 2015). Étant donné que les cellules souches 
mononucléées comprennent de nombreux types cellulaires différents (Figure 39), il est 
difficile de déterminer celui qui est responsable d'un effet bénéfique potentiel. Le SCO est 
actuellement la source de cellules souches la plus répandue (Smith et Wagner 2009). 
Toutefois, il s’agit d’une source allogénique, ce qui constitue une limitation importante de son 
utilisation. 
Figure 39 : Méthode d’isolement des cellules mononuclées. L’isolement des cellules mononuclées 
permet de récupérer différents types cellulaires tels que des cellules Natural Killer, des lymphocytes T 
et B, des macrophages et des cellules dendritiques. Issue et adaptée de (Loisel, Provost, Haddad, et 
al. 2018). 
Quelques études ont analysé l’effet des cellules souches mononucléées dans des 
modèles d’HTP. Cantero Peral et al. ont démontré que l'injection autologue de ces cellules 
dans l’épicarde du VD de porcelets est sûre et faisable. En effet, il n’y a pas eu de lésions 
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cardiaques significatives provoquées par l’injection : pas d’élévation du taux de troponine T 
cardiaque ni d’arythmie (Cantero Peral et al. 2015). Dans un modèle chronique de surcharge 
de volume du VD, Yerebakan et al. ont montré que l'injection épicardique de cellules 
souches mononucléées améliorait la fonction diastolique du VD et augmentait la densité 
capillaire dans la zone d'injection (Yerebakan et al. 2009). De plus, dans un modèle murin de 
PAB, les injections de cellules souches mononucléées ont permis d'améliorer la fonction du 
VD, de réduire sa fibrose et d’augmenter l’expression de biomarqueurs de l'angiogenèse 
(Oommen et al. 2015). Enfin, dans un modèle ovin de PAB, les injections épicardiques de 
cellules souches mononucléées ont amélioré les fonctions diastoliques et systoliques du VD 
(Davies et al. 2010). 
2. Progéniteurs endothéliaux circulants 
Asahara et al. ont découvert en 1997 les progéniteurs endothéliaux circulants (PEC) 
pouvant être isolés à partir de sang périphérique, de sang du cordon ombilical ou de la 
moelle osseuse (Asahara et al. 1997). Pour être définies comme PEC, les cellules doivent 
exprimer un ensemble de marqueurs distinctifs, sachant que les PEC partagent des 
marqueurs communs avec d’autres types cellulaires. C'est pourquoi d'autres caractéristiques 
sont requises pour définir les cellules comme étant des PEC, telles que des propriétés 
phénotypiques et fonctionnelles spécifiques : la formation de structures tubulaires 
(Yamamoto et al. 2003), la capacité à migrer en réponse à des stimuli (par exemple, VEGF), 
l’incorporation du Low Density Lipoprotein (LDL)- acétylé… (Tilling, Chowienczyk, et Clapp 
2009). Les PEC peuvent être divisés en trois sous-populations: les unités formant colonies-
Hill (CFU-Hill), les PEC précoces et les PEC tardives. De nombreuses études ont porté sur 
l'administration de PEC autologues en tant que traitement de l'HTP. Cependant, il n'y a pas 
eu de définition consensuelle des PEC et, comme précédemment, les auteurs n'ont pas ciblé 
spécifiquement le VD dans leurs études. 
Yip et al. ont observé une diminution de l'hypertrophie et la pression systolique du VD après 
injection intraveineuse de PEC autologues chez des rats MCT (Yip et al. 2008). Xia et al. ont 
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également obtenu des résultats positifs avec des PEC isolés à partir de sang périphérique 
adulte et injectés à des rats MCT (Xia et al. 2009). Mirsky et al. ont injecté des CFU-Hill chez 
des rats MCT en intraveineux et n'ont observé aucun effet bénéfique (Mirsky et al. 2011). 
Dans l'étude réalisée par Ormiston et al., contrairement aux PEC tardives, les PEC précoces 
étaient en mesure d'empêcher l’augmentation de l’hypertrophie et de la pression systolique 
du VD induite par l’HTP (Ormiston et al. 2010). 
D’autres études ont produit des PEC modifiés sécrétant de la prostacycline (L. Zhou et al. 
2013) ou de l'oxyde nitrique synthase endothéliale (eNOS) (Y. D. Zhao et al. 2005), qui sont 
de puissants vasodilatateurs pulmonaires. Dans les deux cas, les PEC modifiés et injectés 
en intraveineuse chez des rats MCT étaient plus efficaces que les PEC contrôles dans la 
réduction de l'hypertrophie et de la pression systolique du VD. 
La combinaison de l’administration de PEC avec les thérapies médicamenteuses utilisées en 
HTP et ciblant la structure vasculaire pulmonaire a également été étudiée. L’administration 
de PEC associée à du sildénafil (un inhibiteur de la PDE-5) (Yen et al. 2013) ou du cilostazol 
(un inhibiteur de la PDE-3) (C.-K. Sun et al. 2009) permet de limiter la progression de l'HTP 
et d’atténuer l’hypertrophie et la pression systolique du VD chez les rats MCT. 
Concernant les essais chez l’homme, Wang et al. ont étudié la faisabilité, l'innocuité et l’effet 
de la perfusion intraveineuse de PEC autologues chez des patients atteints d'HTAP 
idiopathique. Ils n'ont pas étudié spécifiquement la fonction du VD chez ces patients, bien 
qu'ils aient observé une amélioration significative de la PAPm, de la résistance vasculaire 
pulmonaire et du débit cardiaque. Cette étude préliminaire a montré que la greffe de PEC 
autologues peut être bénéfique chez les patients atteints d'HTAP idiopathique (X.-X. Wang et 
al. 2007). Le même type d'étude a été menée chez des enfants atteints d'HTAP idiopathique, 
et les résultats étaient similaires: une perfusion intraveineuse de PEC autologues était 
possible et associée à une amélioration de la capacité d'exercice et de l'hémodynamique 
pulmonaire (Zhu et al. 2008). L'essai de phase I PHACeT (Pulmonary Hypertension and 
 99 
 
Angiogenic Cell Therapy) visait à évaluer l'innocuité de l'injection de PEC transfectés avec 
eNOS chez des patients atteints d'HTP qui étaient réfractaires aux traitements spécifiques. 
Trois administrations de PEC transfectés ont été effectuées dans l'OD de 7 patients. Même 
si, une fois encore, la fonction du VD n'a pas été étudiée, cet essai a montré la bonne 
tolérance de la perfusion cellulaire et que la distance de marche de 6 minutes était 
significativement augmentée à 1, 3 et 6 mois (Granton et al. 2015). Il s’agit des seuls essais 
cliniques étudiant l’effet de thérapie cellulaire chez des patients atteints d’HTP. 
3. Cellules stromales mésenchymateuses  
Les cellules stromales mésenchymateuses (CSM) peuvent être isolées à partir de la 
moelle osseuse, de la gelée de Wharton, du placenta, du tissu adipeux et du muscle. Ces 
cellules multipotentes peuvent se différencier en divers types cellulaires, notamment les 
ostéoblastes, les chondrocytes et les adipocytes (Fernández Vallone et al. 2013). Les CSM 
ont la capacité de migrer vers les tissus pulmonaires lésés où elles sécrètent des facteurs 
angiogéniques, anti-apoptotiques et anti-inflammatoires (van der Laarse, Cobbaert, et Umar 
2015). Dans des conditions normales ou hypoxiques, elles sécrètent des facteurs stimulant 
la chimiotaxie et l’adhésion des cellules endothéliales (Burlacu et al. 2013). La tolérance 
immunitaire des CSM est une caractéristique importante qui les rend très appropriées pour 
une utilisation clinique (Castro-Manrreza et Montesinos 2015). Compte tenu de leurs effets 
pro-angiogéniques et cytoprotecteurs, dus à la libération de facteurs paracrines, les CSM 
sont des candidats attractifs pour la thérapie cellulaire de l’HTP. Cependant, il faut savoir 
que les propriétés des CSM ainsi que l'efficacité de production selon la méthode d’isolement 
choisie peuvent varier en fonction du tissu d'origine (Hass et al. 2011). 
Plusieurs travaux ont étudié le potentiel thérapeutique des CSM en HTP. Il a été 
démontré que l'injection intraveineuse de CSM améliorait l'hypertrophie et la fraction 
d’éjection du VD dans un modèle murin d’HTP induit par MCT (Lee et al. 2015). Une 
diminution du rapport VD/VG+septum (poids) après injection de CSM a également été 
observée dans un modèle de surcharge induit par shunt gauche-droit (Luan et al. 2012). 
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L'administration intraveineuse de cellules souches embryonnaires (CSE) a donné de 
meilleurs résultats par rapport aux CSM en termes d'amélioration de l'hypertrophie et de la 
pression systolique du VD chez les rats MCT (Zhang et al. 2012).  
Kanki-Horimoto et al. ont administré en intraveineux des CSM surexprimant eNOS chez des 
rats MCT. Ils ont constaté que la pression systolique du VD et le ratio VD/poids corporel 
étaient plus faibles dans le groupe CSM-eNOS que dans le groupe témoin (Kanki-Horimoto 
et al. 2006). Une autre étude a utilisé les CSM exprimant l'hème oxygénase-1, qui a une 
fonction protectrice et restaure l'homéostasie dans de nombreuses pathologies. L'injection 
intraveineuse de ces cellules dans un modèle d'HTP induite par HC a abouti à une 
diminution de la pression systolique et de l’hypertrophie du VD (Liang et al. 2011). Kang et 
al. ont injecté par voie intraveineuse, chez des rats MCT, des CSM possédant un facteur les 
sensibilisant au gradient chimiotactique. Leur étude a révélé que les CSM sensibilisées 
induisaient des améliorations plus importantes que les CSM contrôles (Kang et al. 2015). 
Les seuls travaux ciblant directement le VD par leur thérapie cellulaire portent sur l’utilisation 
de CSM. Wehman et al. ont administré des CSM par voie intracardiaque chez des porcs 
néonataux PAB. Quatre semaines plus tard, ils ont pu observer que les CSM préservent la 
fonction du VD et atténuent son remodelage (diminution de l’hypertrophie et de la fibrose, 
augmentation de la densité capillaire et du recrutement de cellules souches cardiaques 
endogènes). Toutefois, l’administration a été réalisée seulement 30 min après la mise en 
place du modèle ce qui ne reflète pas vraiment une pathologie chronique telle que l’HTP. De 
plus, cette étude cible uniquement les pathologies cardiaques congénitales et non l’HTP 
(Wehman, Sharma, et al. 2016). L’administration intracoronaire de CSM dans le VD d’un 
modèle porcin de ligature de la veine pulmonaire (modèle d’une HTP post-capillaire) a 
montré la rétention de ces cellules dans le VD et une augmentation de la densité capillaire. 
Cependant, dans cette étude le choix des contrôles est discutable. De plus, il n’y a eu 
aucune évaluation du VD, il est donc impossible de dire si les cellules administrées ont eu un 
effet thérapeutique (Badr Eslam et al. 2017).   
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4. Cellules progénitrices cardiaques (CPC) 
Les cellules progénitrices cardiaques (CPC) correspondent à un groupe hétérogène 
de cellules identifiées dans le cœur adulte. Elles sont caractérisées par l'expression de c-Kit, 
Sca-1 et SSEA-1. Le potentiel thérapeutique des CPC a déjà été documenté pour l'infarctus 
du myocarde (Tian et al. 2015). Il semblerait qu’elles stimulent les cardiomyocytes et la 
transdifférenciation des cellules vasculaires, ainsi que la sécrétion de facteurs paracrines qui 
favorisent la néovascularisation et l'activation des CPC endogènes (P. Menasché et 
Vanneaux 2016). Ces propriétés pourraient être bénéfiques pour le VD en HTP. Cependant, 
l'isolement des CPC adultes est une procédure hautement invasive car ces cellules sont 
isolées à partir de tissu cardiaque du patient. Pour éviter ceci les progéniteurs cardiaques 
peuvent dériver de CSE humaines ou d’iPS.  
A ce jour, une seule étude a utilisé des CPC issus de biopsies atriale droite humaine 
pour  améliorer la dysfonction cardiaque droite. Des porcs PAB ont reçu une injection intra 
myocardique de CPC juste après la ligature de l’artère pulmonaire et ont été sacrifiés un 
mois après. Une diminution de la dilatation du VD et une amélioration de sa contractilité ont 
été observées. De plus, la paroi du VD présentait une augmentation de la densité capillaire 
et une diminution de la fibrose (Wehman, Siddiqui, et al. 2016).  
Les cellules dérivées de cardiosphère (CDC) sont une autre option et peuvent être 
obtenues à partir de biopsies humaines adultes. Des études récentes ont montré que les 
exosomes libérés par les CDC humaines sont cardioprotecteurs (Barile et al. 2014) 
(Kervadec et al. 2016). L’utilisation de progéniteurs cardiaques dérivés des CSE humaines 
constitue une alternative beaucoup moins invasive que l’utilisation de CPC. Néanmoins, à 
ma connaissance, l’utilisation de CDC ou de progéniteurs cardiaques dérivés des CSE 
humaines n’a pas été étudiée dans le cadre du VD en HTP. L'utilisation de CPC comme 
thérapie cellulaire pourrait s'avérer utile pour prévenir l'apoptose et la fibrose des 
cardiomyocytes. Dans le cas de l’HTP, les cardiomyocytes subissent une hypertrophie plutôt 
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qu'une apoptose. Par conséquent, il n'est pas sûr que l'utilisation de CPC ou de CDC en cas 
de dysfonction du VD dans l'HTP soit pertinente.  
5. Cellules souches dérivées du tissu adipeux 
Les cellules souches dérivées du tissu adipeux (CSTA) peuvent être facilement 
isolées par liposuccion et conviennent à une auto-transplantation. Les CSTA peuvent 
favoriser l'angiogenèse dans les modèles d'ischémie des membres inférieurs, à la fois en se 
différenciant en cellules endothéliales et en sécrétant des facteurs paracrines (Cao et al. 
2005) (Rehman et al. 2004). Par conséquent, les CSTA semblent être un bon choix de 
cellules souches pour traiter le VD dans l'HTP, car, en plus d'être autologues, abondantes et 
faciles à obtenir, elles peuvent induire une angiogenèse.  
L'utilisation de CSTA chez les rats MCT améliore le remodelage vasculaire 
pulmonaire et diminue l'hypertrophie du VD (Luo et al. 2015). De plus, il a été montré que les 
CTSA transduitent pour exprimer la cyclooxygénase-1 atténue l’hypertrophie du VD et l’HTP 
induite par le MCT (Somanna et al. 2014). 
La majorité des études de thérapie cellulaire dans l’HTP ont été conçues pour traiter 
les dysfonctions observées au niveau du système vasculaire pulmonaire et non la 
dysfonction cardiaque droite. Elles ont toutes montré une amélioration des lésions 
pulmonaires et des effets sur le VD. Cependant, il est important de souligner que les effets 
bénéfiques observés sur la fonction ventriculaire peuvent être obtenus indirectement, via 
l’action des cellules sur le système vasculaire pulmonaire et plus précisément via la 
réduction de la post-charge. D’après les résultats de ces études, il est donc difficile de 
dire si les effets bénéfiques observés sur le VD ont un lien direct avec l’administration 
des cellules souches ou s’ils sont dus à une amélioration de la maladie vasculaire 
pulmonaire. 
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III. Quelle est la thérapie cellulaire idéale pour cibler le VD en 
HTP ? 
Une thérapie cellulaire ne se résume pas au choix du type cellulaire idéal pour la pathologie 
ciblée, elle englobe différents aspects qui sont discutés ci-dessous.  
1. Administration autologue ou allogénique ? 
D’un point de vue immulogique, l’administration de cellules autologues semble la solution la 
plus appropriée pour éviter une réaction immunogène de l’hôte et l’utilisation d’une thérapie 
immunosuppressive (Segers et Lee 2008). Administrer au patient ses propres cellules 
signifie qu’elles doivent être isolées au préalable. Le fait qu’au moment du diagnostic de 
l’HTP les patients soient souvent déjà gravement atteints pourrait affecter l’état des cellules 
isolées (Junhui et al. 2008a). De plus, réaliser un prélèvement de sang sur ces patients 
pourrait aggraver leur état. Une solution est l’administration allogénique de cellules. Celles-ci 
peuvent être isolées au préalable à partir de moelle osseuse, de sang de donneurs sains ou 
de SCO, conservées dans des banques, et administrées dès que nécessaire au patient. Il 
faut savoir que la conservation de SCO à des fins autologues (ou pour son propre enfant) est 
interdite par la loi en France (Agence de la Biomédecine). Une autre option consiste à utiliser 
des cellules iPS dérivées des propres fibroblastes du patient. Cependant à ce jour, 
l’utilisation d’iPS chez l’homme a fait l’objet d’un seul essai clinique portant sur la 
dégénérescence maculaire liée à l’âge et l’essai est suspendu (Mandai, Kurimoto, et 
Takahashi 2017). L’idée d’utiliser des cellules iPS allogéniques provenant d’une banque de 
cellules iPS plutôt que celles du patient est en train de se développer. Avant d’utiliser les iPS 
pour les pathologies cardiaques, il est nécessaire de mieux maitriser leur production. 
L’utilisation de progéniteurs cardiaques dérivés de CSE se développe considérablement et a 
déjà donné des résultats très intéressants (Philippe Menasché et al. 2018). Pour des raisons 
pratiques, les cellules doivent être rapidement disponibles et en nombre suffisant au moment 
de l'injection. Cela signifie que les cellules isolées doivent avoir préalablement subi une 
cryoconservation, même si cette méthode de conservation n’est pas optimale pour maintenir 
les propriétés des cellules (Hunt 2011). 
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2. Quel timing d’administration ? 
Il semblerait logique de penser que plus l’administration des cellules est précoce, plus les 
effets observés seront importants. Cependant, les essais cliniques chez des patients ayant 
subi un infarctus du myocarde montrent des résultats variables (Wu, Hu, et Wang 2018). 
Toutefois, il est difficile de comparer les répercussions sur une pathologie aigue (infarctus) 
lorsque l’on travaille sur une pathologie chronique (HTP). L’HTP étant le plus souvent 
diagnostiquée à un stade avancé, il serait souhaitable d’administrer les cellules au plus tôt 
pour freiner le remodelage du VD. Comme il s’agit d’une pathologie chronique, il est possible 
que des administrations répétées potentialisent les effets de la thérapie cellulaire. Une étude 
a en effet montré que l’administration répétée de CPC est plus efficace qu’une seule 
administration (Tokita et al. 2016). Cependant, il faut toujours garder en tête la faisabilité : 
anesthésier régulièrement le patient pour lui administrer les cellules pourrait être compliqué à 
mettre en place. De plus, ceci demande des critères clairs quant aux conditions de ré-
administration. 
3. Quelle voie d’administration ?  
Concernant la voie d’administration, étant donné qu’il y a très peu d’études concernant 
l’injection de cellules pour traiter le VD, il est préférable de se baser sur les études réalisées 
sur le VG (voir précédemment Chapitre V partie I). Cependant, le VD et le VG étant 
légèrement différent, je pense qu’il est intéressant d’étudier les principales voies 
d’administration pour découvrir celle qui sera optimale.  
4. Quelles cellules ?  
Le VD en HTP subit tellement de modifications que sélectionner un seul type cellulaire 
permettant de toutes les résoudre parait illusoire. Pour rappel, le VD en HTP présente une 
ischémie, un shift de son métabolisme, de la fibrose, de l’inflammation et une hypertrophie. 
Bien que des études supplémentaires soient requises pour mieux connaitre les voies 
impliquées dans la dysfonction du VD en HTP, les résultats s’accordent pour dire que 
l’ischémie du VD constitue un point clé car elle marque la transition entre son état adapté et 
désadapté. Si l’on raisonne ainsi, les cellules les plus appropriées pour pallier à l’ischémie du 
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VD sont les PEC. En effet, ces cellules ont la capacité de former de nouveaux vaisseaux et 
de participer à la réparation de ceux lésés (Critser et Yoder 2010). Les CSM, de par leur 
propriétés anti-inflammatoires et pro-angiogéniques sont aussi de bonnes candidates pour 
améliorer le VD en HTP (Castro-Manrreza et Montesinos 2015). Comme cela a déjà été 
réalisé dans quelques études sur l’ischémie des membres inférieurs, il serait intéressant de 
les associer aux PEC. 
5. Quel dosage ?  
Les doses de cellules administrées dans les essais cliniques ou les études précliniques sont 
très variables. Le dosage dépend principalement du nombre de cellules qui peut être obtenu. 
Le choix de la dose optimale est déterminant pour favoriser la réparation du tissu cardiaque. 
Des études utilisant des doses croissantes de cellules ont abouti à des conclusions 
différentes. Certaines n’observent un effet bénéfique que lorsqu’une forte dose de cellules 
est administrée tandis que d’autres trouvent une dose-réponse inversée : les plus fortes 
doses sont les moins efficaces (Hare et al. 2012) (Wu, Hu, et Wang 2018). Il semblerait que 
ce soit la concentration des cellules lors de l’administration plutôt que leur nombre qui 
impacte l’effet sur le tissu cardiaque (Hare et al. 2012).  
 
Au cours de cette thèse, il a été choisi d’administrer des PEC afin d’observer leur effet 
sur le VD du modèle porcin de défaillance cardiaque droite mis au point à l’hôpital 
Marie Lannelongue. Les voies d’administration intracoronaire et intracardiaque ont fait 
l’objet d’études complètes et un essai d’administration par patch a été effectué. Ces 
cellules sont décrites plus en détail dans le chapitre suivant.  
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Chapitre VI – Les progéniteurs 
endothéliaux circulants 
I. Les progéniteurs endothéliaux circulants 
1. Première découverte 
Les cellules endothéliales progénitrices ont été décrites pour la première fois en 1997 par 
Asahara et al.. Dans un premier temps, les auteurs ont isolé des cellules mononuclées à 
partir de sang périphérique adulte. Ils ont montré qu’une partie de cette population cellulaire, 
isolée sur la base de l’expression du marqueur CD34 et mise en culture en présence de 
facteurs de croissance, pouvait se différencier en cellules endothéliales (Asahara et al. 
1997). L’administration de ces cellules dans un modèle murin ayant subi une exérèse de 
l’artère fémorale a montré qu’elles pouvaient participer à l’angiogenèse en migrant vers le 
site ischémié. Par la suite, il a été montré que ces cellules exprimaient le VEGFR-2 et le 
CD31 et qu’elles étaient capables d’internaliser le LDL acétylé, comme les cellules 
endothéliales. Suite à ces observations, l’hypothèse était que les cellules endothéliales 
progénitrices pouvaient régénérer les vaisseaux lésés ou favoriser la croissance de néo-
vaisseaux en proliférant au site de la lésion. Cependant, une analyse plus détaillée a montré 
que ces cellules étaient en fait très peu prolifératives, d’origine monocytaire et non 
endothéliale (Rehman et al. 2004). Ces résultats ont suggéré que les cellules découvertes 
par Asahara et al. ne participaient pas directement à la formation de néo-vaisseaux et à la 
réparation de ceux lésés, mais plutôt indirectement via la libération de facteurs paracrines 
(Rehman et al. 2003). Les travaux de ces dernières années ont permis de clarifier la 
définition des PEC même s’il n’existe toujours pas de consensus. Les PEC peuvent tout 
de même être divisés en deux grandes catégories : les PEC au phénotype 
hématopoïétique et les PEC au phénotype endothélial (Yoder 2013) (Yoder et al. 2007).  
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2. Différents types de PEC 
Etant donné que les marqueurs utilisés pour identifier les PEC sont co-exprimés à la fois par 
les cellules endothéliales et les cellules hématopoïétiques, plusieurs auteurs ont tenté 
d’établir la distinction entre les différents types de PEC sur la base de la méthode 
d’isolement (Figure 40) plutôt que sur la base de marqueurs de surface (Yoder 2013) 
(Medina et al. 2017) (Madonna et De Caterina 2015) : 
Figure 40 : Méthodes d’isolement des PEC. Ces 3 méthodes d’isolement permettent de donner des 
CFU-Hill, CAC et ECFC décrit ci-dessous. Adaptée de (Loisel, Provost, Haddad, et al. 2018). 
(1) Les « Colony Forming Unit-Hill » (CFU-Hill) sont isolées en ensemençant les 
cellules mononuclées sur une matrice de fibronectine en présence de facteurs de 
croissance pendant 1-2 jours. Les cellules en suspension sont ensuite récupérées et 
réensemencées. Des colonies avec des cellules en forme d’aiguille apparaissent au 
bout de 4-9 jours. Elles ont la même expression génique que les « circulating 
angiogenic cells » ou les monocytes en culture mais sont différentes des cellules 
endothéliales. Elles ont un faible potentiel prolifératif. Il s’agirait plutôt d’un mix de 
cellules sanguines hématopoïétiques.  
 109 
 
(2) Les « Circulating Angiogenic Cells » (CAC) sont isolées en ensemençant les 
cellules mononuclées sur une matrice de fibronectine en présence de facteurs de 
croissance pendant 5-7 jours. Avec cette technique, la culture peut être contaminée 
avec des plaquettes et des monocytes.   
Ces 2 premiers types de PEC font partie de la catégorie des « early endothelial progenitor 
cells » ou PEC précoces, qui exercent leur potentiel pro-angiogénique uniquement via la 
libération de facteurs paracrines et qui sont issus de la lignée hématopoïétique. Dans 
certaines revues ils sont nommés cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques.  
(3) Les « Endothelial Colony Forming Cells » (ECFC) sont isolées en ensemençant 
les cellules mononuclées sur une matrice de collagène en présence de facteurs de 
croissance. Au bout de 2-3 semaines, il y a apparition de colonies de cellules à la 
forme pavimenteuse. Elles expriment les marqueurs des cellules endothéliales et 
sont capables de former des structures capillaires.  
Les ECFC ont la dénomination « late endothelial progenitor cells » ou PEC tardifs et sont 
considérés comme étant des « vrais » PEC car ils donnent  naissance in vitro à des colonies 
de cellules endothéliales (Ingram et al. 2004) et ont la capacité de former des vaisseaux in 
vivo. Ils exercent leur activité pro-angiogénique en s’intégrant directement aux vaisseaux 
lésés et en libérant des facteurs paracrines. Ils sont aussi capables de former des vaisseaux 
de novo. Contrairement aux cellules présentées précédemment, celles-ci sont issues de la 
lignée endothéliales. 
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Caractéristiques PEC précoces  
CAC, CFU-Hill 
PEC tardifs  
ECFC, OEC 
Morphologie Cellules en aiguilles Cellules pavimenteuses 
Phénotype Hématopoïétique / monocytaire Endothélial 
Marqueurs en 
culture 
CD34+, CD31+, KDR+, vWf+, Tie-2+, 
UEA-1+, CD45+, CD14+, AC133+, 
CD146-, eNOS+/-, CD144+/- 
CD34+, CD31+, KDR+, vWF+, Tie-
2+, UEA-1+, CD45-, CD14-, AC133-, 
CD146+, eNOS+, CD144+ 
Potentiel 
prolifératif 
Faible, sécrétion de facteurs 
paracrines 
Elevé, différenciation en cellules 
endothéliales matures 
Incorporation de 
LDL acétylé 
Oui Oui 
Formation d’un 
réseau en 
Matrigel 
Non Oui 
Sécrétion de 
cytokines 
proangiogéniques 
Oui Oui 
Intégration au 
niveau du site 
ischémié 
Non Péri et intra-vasculaire 
Tableau 4 : Bilan des caractéristiques des PEC précoces et tardifs. Adapté de (Yoon et al. 2005) et 
basé sur l’études des revues (Yoder 2013) (Medina et al. 2017) (Madonna et De Caterina 2015) .  
3. Origine des PEC 
Les progéniteurs hématopoïétiques et les progéniteurs endothéliaux ont une origine 
embryonnaire commune. De fait, si les progéniteurs hématopoïétiques proviennent de la 
moelle osseuse, alors, par analogie, il devrait en être autant des progéniteurs endothéliaux. 
Suite à la découverte des PEC, plusieurs études ont montré que ces cellules étaient issues 
de la moelle osseuse (Takahashi et al. 1999) (Shi et al. 1998). Cependant, ces études sont 
basées sur des CFU-Hill ou sur des populations cellulaires hétérogènes mal caractérisées. 
Par la suite, avec l’amélioration des techniques, il a été observé que les cellules identifiées 
étaient en fait des cellules hématopoïétiques de provenance médullaire ayant migré dans la 
zone péri-vasculaire des vaisseaux, mais qui ne participaient pas directement à 
l’angiogenèse (Okuno et al. 2011). Suite à la remise en cause de l’origine médullaire des 
PEC, l’idée qu’ils seraient présents au sein même des vaisseaux s’est développée.  
Ingram et al. plaident en faveur de cette hypothèse. Ils ont mis au point une méthode 
d’isolement « single-cell » (Ingram et al. 2004) qui a permis de mettre en évidence la 
présence de cellules dites « LPP-ECFC » (Low Proliferative Potential) et « HPP-EFCF » 
(High Proliferative Potential) au sein des ECFC isolés à partir de SCO et de sang adulte. Les 
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« single cell » capables de donner naissance à une colonie composée de 50-200 cellules 
sont nommées « LPP-ECFC » et celles donnant des colonies de plus de 2000 cellules, des 
« HPP-EFCF » (Ingram et al. 2004). Les HPP-ECFC sont les seules capables de générer de 
nouvelles colonies suite à des réensemencements successifs. L’application de cette 
méthode « single cell » à des cellules endothéliales de la paroi vasculaire du cordon 
(HUVEC) et de la paroi des artères (HAEC), supposées être des cellules endothéliales 
matures, a montré l’existence de « LPP-ECFC » et « HPP-EFCF » au sein de ces parois 
vasculaires (Ingram et al. 2005). Il existerait donc une hiérarchie de progéniteurs 
endothéliaux, qui résident au sein même de l’endothélium de la paroi vasculaire : les 
progéniteurs endothéliaux « HPP » et « LPP » et les cellules endothéliales matures (David P. 
Basile et Yoder 2014). On retrouverait donc des EFCF simultanément dans la paroi des 
vaisseaux et en petite quantité dans la circulation.  
4. Angiogenèse et réparation des tissus vasculaires lésés 
Lors d’une lésion ou d’un remodelage vasculaire, il semblerait qu’il y ait une coopération 
entre les cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques (PEC précoces) et les ECFC (PEC 
tardifs). L’hypothèse, émise par Basile et al., propose que les cellules hématopoïétiques pro-
angiogéniques migrent rapidement au site de la lésion (Figure 41) ou du remodelage (Figure 
42) vasculaire pour créer un environnement pro-angiogénique. La sécrétion de facteurs 
paracrines par ces cellules permet de recruter les ECFC, provenant de la circulation et/ou de 
la paroi vasculaire, migrant et proliférant au site de la lésion/remodelage. Les ECFC 
participent à l’angiogenèse et à la réparation du tissu lésé directement et indirectement en 
sécrétant aussi des facteurs paracrines. Il y a ainsi réparation vasculaire dans le cas d’une 
lésion et angiogenèse lors d’un remodelage vasculaire (D. P. Basile, Collett, et Yoder 2018) 
(David P. Basile et Yoder 2014). La co-transplantation de cellules hématopoïétiques pro-
angiogéniques et d’ECFC a montré une néo-angiogenèse in vivo supérieure à celle 
engendrée par les deux types cellulaires administrés séparément (Yoon et al. 2005). Cette 
observation permet de supporter l’hypothèse d’un remodelage vasculaire induit par la 
coordination de ces deux types cellulaires.  
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Vu sous cette perspective, le degré de remodelage vasculaire stimulé par les cellules 
hématopoïétiques pro-angiogéniques est dépendant, d’une part, du potentiel prolifératif des 
ECFC résidant dans le tissu et d’autre part de la quantité d’ECFC circulants qui peuvent être 
recrutés au niveau du tissu. Si cette hypothèse est vérifiée, il doit y avoir une corrélation 
entre le contenu en ECFC et la capacité angiogénique d’un lit vasculaire spécifique.  
Une étude réalisée chez le rat a comparé le potentiel prolifératif des cellules endothéliales de 
la microvasculature pulmonaire et des artères pulmonaires. Il a été observé que la majorité 
des cellules endothéliales de l’artère ne se divisent pas quand, au contraire, la majorité de 
cellules endothéliales microvasculaires se divisent et forment des colonies de taille 
importante (supérieures à 2000 cellules, définies comme « HPP-ECFC » par Ingram). La 
différence de capacité proliférative entre les deux types de cellules endothéliales est due au 
fait que les cellules endothéliales microvasculaires contiennent plus de HPP-ECFC (Alvarez 
et al. 2008). Si cette hypothèse se vérifie, un tissu avec une faible capacité de réparation 
vasculaire devrait être épuisé en HPP-ECFC. C’est le cas du système vasculaire rénal. La 
difficulté de faire pousser des cellules endothéliales rénales in vitro est connue, car elles ne 
prolifèrent pas ou peu. 90% d’entre elles ne se divisent pas et aucune sous-population ne 
peut être définie comme HPP-ECFC dans la paroi de l’endothélium rénal (David P. Basile et 
Yoder 2014). Ceci semble confirmer l’importance des ECFC pour la réparation vasculaire et 
l’angiogenèse.  
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Figure 41 : Synergie des cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques et des ECFC pour la 
réparation tissulaire suite à une lésion vasculaire. Dans un premier temps les plaquettes sont 
recrutées, elles vont être suivies par les cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques qui vont 
sécréter des facteurs paracrines. Ceci permet la prolifération et la migration des ECFC présents dans 
la paroi vasculaire et le recrutement de ceux présents dans la circulation. La lésion est ainsi réparée. 
Adaptée de Basile Collett Yoder 2018 (D. P. Basile, Collett, et Yoder 2018). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 42 : Synergie des cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques et des ECFC pour 
l’angiogenèse. Les cellules hématopoïétiques pro-angiogéniques sont recrutées au site de l’ischémie 
et sécrètent des facteurs paracrines pour recruter les ECFC circulants et résidents. Adaptée de (David 
P. Basile et Yoder 2014). 
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Mes travaux de thèse sont centrés sur l’utilisation des ECFC en tant que thérapie 
cellulaire. La suite de ce chapitre leur sera donc consacrée. Pour rappel, dans l’HTP, le VD 
défaillant présente une diminution de la densité capillaire, donc un défaut de l’angiogenèse. 
C’est donc la capacité des ECFC à participer à l’angiogenèse et à la stimuler qui nous 
intéresse dans ce travail de thèse.  
II. Endothelial Colony Forming Cells 
Etant donné qu’il n’est pas possible d’isoler cette population cellulaire sur la seule base de 
l’expression de marqueurs de surface, les ECFC sont caractérisés sur la base de 
caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles. 
1. Caractéristiques phénotypiques 
Les ECFC ont pour caractéristique de former des colonies de cellules à la morphologie 
pavimenteuse. De plus, comme décrit dans le Tableau 4, les ECFC expriment une 
combinaison de marqueurs à leur surface. L’absence d’expression de certains marqueurs 
tels que le CD45 et le CD14 est importante car elle permet de vérifier l’exclusion des cellules 
d’origine hématopoïétique. L’expression ou la non-expression de ces marqueurs est vérifiée 
par cytométrie en flux (Figure 43 A) ou par imagerie à fluorescence. 
2. Caractéristiques fonctionnelles 
Les ECFC ont pour caractéristique de pouvoir reproduire les fonctions des cellules 
endothéliales. Afin de vérifier si c’est le cas, plusieurs techniques in vitro ont été mises au 
point pour caractériser les ECFC.  
Comme les cellules endothéliales, les ECFC sont à même d’internaliser le LDL-acétylé. 
Cette propriété est testée in vitro en utilisant du LDL-acétylé couplé à un fluorochrome ajouté 
dans le milieu de culture (Figure 43 B).  
Une des techniques pour tester leurs capacités angiogéniques est l’ensemencement des 
cellules isolées sur une matrice extracellulaire riche en facteurs pro-angiogéniques 
 115 
 
(Matrigel™). Après quelques heures elles sont censées former un réseau tubulaire (Figure 
43 C).  
Leur capacité migratoire en présence d’un chemo-attractant (VEGF) est testée à l’aide d’une 
chambre de Boyden : il s’agit d’un insert de culture dont le fond est poreux, les cellules 
ensemencées sur cette face vont alors être attirées vers le compartiment contenant le 
chemo-attractant et migrer de la face supérieure de la membrane vers la face inférieure en 
passant à travers les pores. Le décompte des cellules ayant traversé la membrane va 
permettre d’observer si les cellules isolées peuvent migrer en réponse au chemo-attractant 
comme dans le cas d’une lésion vasculaire (Figure 43 D). Un autre test de 
migration/prolifération consiste à effectuer une « blessure » au sein de la monocouche 
d’ECFC en culture et d’analyser le temps que mettent les cellules à fermer cette blessure par 
les cellules en vidéo-microscopie (Figure 43 E).  
La capacité d’exprimer les molécules d’adhérence InterCellular Adhesion Molecule-1 (ICAM-
1) et Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (VCAM-1), impliquées dans le recrutement 
leucocytaire lors de la réponse inflammatoire, est analysée in vitro en incubant les cellules 
avec du Tumor Necrosis Factor-α (TNFα) (cytokine pro-inflammatoire). L’expression de ces 
molécules d’adhérence est vérifiée par cytométrie en flux (Figure 43 F).  
Les ECFC ont aussi la capacité de proliférer. Il a été montré dans le laboratoire que les 
ECFC issus de sang de cordon (Bompais et al. 2004) ont un potentiel prolifératif et clonal 
plus important que ceux issus de sang périphérique adulte (Ferratge et al. 2017). 
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Figure 43 : Tests classiques pour la caractérisation phénotypique et fonctionnelle des ECFC.  A : 
Analyse par cytométrie en flux de l’expression des marqueurs membranaire CD31, CD144, KDR et 
CD45. B : Incorporation du LDL-acétylé par les ECFC. C : Formation de réseau par les ECFC en 
culture sur du Matrigel® pendant 12h. D : Migration des ECFC pour la fermeture de blessure. E : 
Migration des ECFC par chimiotactisme en réponse à du VEGF. F : Expression d’ICAM-1 et de 
VCAM-1 en réponse à un stimulus inflammatoire (TNFα).  
3. Potentiel thérapeutique des ECFC pour les pathologies 
cardiaques  
Il est important de bien comprendre qu’à ce jour il n’existe pas de consensus sur la définition 
des PEC. Ceci rend complexe l’analyse des études réalisées in vivo, où des « PEC » ont été 
administrés à des modèles animaux de dysfonction cardiaque. Cette partie récapitule 
brièvement les avancées quant à l’utilisation des PEC en thérapie cellulaire. 
a. Administration de cellules 
Wang et al. ont administré des PEC autologues en intraveineux chez des patients atteints 
d’HTAP idiopathique. Il a été observé une augmentation de la distance parcourue en 6 
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minutes et une amélioration de l’hémodynamique pulmonaire (X.-X. Wang et al. 2007). Suite 
à ces résultats encourageants, le même groupe a étudié l’administration intraveineuse de 
PEC autologues chez des enfants atteints d’HTAP idiopathique et a observé les mêmes 
résultats : augmentation de la distance parcourue en 6 minutes, diminution de la PAPm, 
diminution des RVP et augmentation du débit cardiaque (Zhu et al. 2008). D’après le 
protocole d’isolement et de culture des cellules administrées au cours de ces deux essais 
cliniques, il semblerait que ce soit des PEC précoces qui aient été injectés.  
Doyle et al. ont administré des PEC autologues en intracoronaire dans un modèle porcin 
d’infarctus du myocarde. Il a été observé une hypertrophie de la zone infarcie associée à une 
amélioration de la fonction du VG. Malgré le manque d’information, il semblerait ici 
également que ce soit des PEC précoces qui aient été injectés (Doyle et al. 2008). Les PEC 
ont aussi été administrés par voie intracardiaque. L’injection intramyocardique de PEC, 
dérivés de sang de cordon humain, en bordure de la zone infarcie du cœur d’un modèle de 
rat d’infarctus, a montré une diminution de la fibrose et une augmentation de la densité 
capillaire (Hu et al. 2010). L’administration intra-épicardique de PEC autologues a été 
étudiée dans un modèle porcin d’infarctus. Quatre semaines après l’administration, la 
densité capillaire et la fonction systolique du VG étaient améliorées (Kawamoto et al. 2003).  
b. Administration de milieu conditionné 
L’équipe de Doyle a aussi évalué l’administration de milieu conditionné de PEC dans ce 
même modèle porcin d’infarctus. L’administration du milieu ayant été en contact avec les 
PEC pendant 48h a montré des effets similaires à ceux observés avec l’administration des 
PEC ; c’est-à-dire, une hypertrophie de la zone infarcie associée à une amélioration de la 
fonction du VG (Doyle et al. 2008). L’administration de milieu conditionné de PEC dans un 
modèle porcin d’infarctus a été réitérée par Hynes et al.. La méthode de production du milieu 
conditionné est identique à celle utilisée par Doyle et al.. Cette étude, plus détaillée que la 
précédente, a permis de montrer une diminution de la surface de la zone infarcie, une 
augmentation de l’angiogenèse et de l’hypertrophie des cardiomyocytes présents dans cette 
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zone ainsi qu’une amélioration de la fonction du VG. D’après cette étude, la présence 
d’ « Insulin Growth Factor-1 » dans le milieu de culture constitue la cause du remodelage 
cardiaque bénéfique observé (Hynes et al. 2013). 
Depuis ces études, les méthodes pour analyser le sécrétome des PEC se sont développées 
(J. Wang, Guo, et al. 2016) (J. Wang, Zhong, et al. 2016) et l’administration de 
microvésicules et d’exosomes de PEC ont été étudiées dans quelques modèles. Les 
microvésicules (100 nm à 1 µm) sont relarguées par la surface cellulaire et peuvent 
transporter des ARNm et des microARN. Les exosomes (40 à 100 nm) quant à eux sont des 
particules issues des corps multivésiculaires, capables de transférer des protéines et des 
ARN (Figure 44) (Raposo et 
Stoorvogel 2013).   
 
 
 
 
 
 
 
Figure 44 : Schéma représentant la sécrétion de microvésicules et d’exosomes par une cellule. Les 
ARN sont incorporés dans les endosomes multi-vésiculaires (MVE) ou dans les microvésicules qui 
bourgeonnent à la surface de la cellule. Les MVE fusionnent avec la membrane plasmique pour libérer 
leurs exosomes dans le milieu extracellulaire. Les microvésicules et les exosomes peuvent se fixer à 
la membrane plasmique (1), elles peuvent fusionner avec la membrane (2) ou être endocytées (3) par 
la cellule cible. Les vésicules endocytées peuvent fusionner avec la membrane du compartiment 
endocytique de la cellule cible (4). Les 2 voies aboutissent au relarguage de protéines ou d’ARN dans 
le cytosol de la cellule cible. Issue de (Raposo et Stoorvogel 2013). 
Plusieurs études ont montré que les microvésicules dérivées des PEC permettaient de 
protéger le rein de l’ischémie reperfusion (Bitzer, Ben-Dov, et Thum 2012). L’administration 
de microvésicules de PEC engendre une augmentation de la densité capillaire dans un 
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modèle murin d’ischémie des membres inférieurs (Ranghino et al. 2012). D’autre part, 
l’administration d’exosomes en sous-cutané dans un modèle de lésion chez le rat a montré 
une accélération de la cicatrisation (Li, Jiang, et Zhao 2016). A ma connaissance, il n’y a pas 
d’étude portant sur l’administration de microvésicules ou d’exosomes, préalablement isolés 
du milieu conditionné, de PEC dans un modèle animal d’insuffisance cardiaque.  
c. Administration via biomatériaux  
Plusieurs types de matrices ont été utilisés pour délivrer les PEC au tissu cardiaque. 
L’injection d’un hydrogel de fibrine contenant des PEC permet d’augmenter l’angiogenèse et 
de diminuer la fibrose dans un modèle d’infarctus du myocarde. Dans cette étude, la 
migration des PEC du patch vers le myocarde permet d’augmenter la densité capillaire et 
induit une amélioration de la fonction cardiaque (Atluri et al. 2014). Un autre type d’hydrogel, 
composé d’acide hyaluronique et contenant des PEC, a été administré dans un modèle 
d’ischémie du myocarde et a montré les mêmes bénéfices que précédemment. Cependant, il 
est important de prendre en compte que dans ces deux cas, l’injection du produit de thérapie 
cellulaire a été effectuée dans la foulée de la mise en place du modèle. De plus, les PEC 
utilisés dérivaient de la moelle osseuse, il s’agirait donc de PEC précoces. L’administration 
de PEC, associés à d’autres types cellulaires, sous la forme de feuillets cellulaires a aussi 
été étudiée. L’implantation d’un feuillet de fibroblastes, sur lequel sont ensemencés des 
PEC, sur le cœur d’un modèle d’infarctus entraine une diminution de la formation de tissu 
fibreux et une augmentation de la densité capillaire (Kobayashi et al. 2008). A ce jour et à 
ma connaissance, il n’existe pas d’essai clinique ayant pour but d’administrer des PEC via 
l’utilisation de matrices dans une pathologie cardiaque.  
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hypothèses  
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L’HTP est une pathologie rare et grave caractérisée par une obstruction artérielle pulmonaire 
entrainant une augmentation des RVP et qui aboutit à une insuffisance cardiaque droite. 
Face à la surcharge de pression, le VD va dans un premier temps s’adapter puis, au fur et à 
mesure se désadapter et donc devenir défaillant. Dans cette pathologie, c’est le VD défaillant 
qui conditionne la survie des patients. La transition de son état adapté à désadapté est 
caractérisée par l’apparition d’une ischémie. A cause de l’hypertrophie, le myocarde du VD 
est moins bien irrigué par l’artère coronaire droite, surtout en systole. Au niveau cellulaire, 
une raréfaction capillaire est observée. L’apport en oxygène au VD est donc diminué par 
rapport au travail qui lui est demandé.  
La thérapie cellulaire est largement développée pour le VG mais beaucoup moins pour le 
VD, surtout dans le cas de l’HTP. Le VD étant crucial pour la survie des patients atteints de 
cette pathologie, nous avons tenté de développer une thérapie cellulaire agissant sur 
l’ischémie du VD en HTP.  
Nous avons fait le choix de traiter la dysfonction du VD à l’aide d’une thérapie cellulaire 
ciblant l’angiogenèse car nous pensons que la raréfaction capillaire est une cause de la 
dysfonction du VD et non une conséquence de celle-ci. Nous posons l’hypothèse que la 
« reperfusion » du VD grâce à une thérapie cellulaire pro-angiogénique pourrait améliorer sa 
fonction et ainsi augmenter l’espérance de vie des patients atteints d’HTP.  
Le laboratoire de l’hôpital Marie Lannelongue a développé un modèle porcin d’HPPE, un 
sous-type d’HTP. Ce modèle est le seul modèle gros animal reproduisant les défaillances 
observées dans le cas de l’HTP chez l’homme : augmentation des pressions et des 
résistances pulmonaires et dyfonction cardiaque droite. Ce modèle peut être établi 
relativement rapidement et de manière stable. Le laboratoire de l’hôpital Paul Brousse 
possède quant à lui les compétences pour isoler et caractériser les progéniteurs 
endothéliaux, et plus précisément les ECFC, qui sont connus pour leurs capacités pro-
angiogéniques. Au cours de ce projet, nous avons choisi de réaliser des transplantations 
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autologues afin d’éviter le risque de rejet : les cellules sont dans un premier temps isolées à 
partir d’un échantillon sanguin du porc et ré-administrées à ce même porc une fois la 
pathologie établie. Pour rappel, les ECFC font partis du grand groupe des PEC. Ce sont des 
ECFC que nous avons utilisé comme produit de thérapie cellulaire pendant cette thèse, c’est 
donc ce terme qui sera utilisé lors de la présentation des résultats.  
Notre hypothèse est que l’administration d’ECFC dans le VD d’un modèle d’HTP induit 
l’amélioration de la fonction ventriculaire droite.  
Pour tester cette hypothèse, l’objectif était d’étudier la faisabilité et l’effet de l’administration 
des progéniteurs endothéliaux dans le VD par différentes voies d’administration. Le travail 
s’est donc divisé en plusieurs sous objectifs :  
 Etudier l’effet de l’administration des progéniteurs endothéliaux dans le VD, via 
l’artère coronaire droite, sur l’hémodynamique pulmonaire et cardiaque. Evaluer aussi 
les effets au niveau du tissu cardiaque : rétention des cellules, hypertrophie, fibrose…  
 Etudier l’effet de l’administration des progéniteurs endothéliaux en intracardiaque, 
directement dans le VD. De même que précédemment, évaluer les effets au niveau 
cellulaire : rétention des cellules, hypertrophie, fibrose… et les comparer à 
l’administration intracoronaire. 
 Etudier la faisabilité de la pose d’un patch constitué de polysaccharides contenant les 
progéniteurs endothéliaux sur le VD.  
 Etudier l’effet des progéniteurs endothéliaux sur les cardiomyoctes in vitro.  
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Article n°1 : L’administration autologue de 
progéniteurs endothéliaux circulants améliore la 
fonction ventriculaire droite dans un modèle 
d’hypertension pulmonaire post embolique.  
 
Accepté dans Journal of Thoracic and Cardiovascular Surgery 
Introduction 
La dysfonction du VD est le principal facteur de pronostic dans l’HTP. Il a été reporté que la 
diminution de la densité capillaire du VD caractérise le passage d’un VD adapté à un VD 
désadapté et donc défaillant. A ce jour, il n’existe pas de thérapie cellulaire ciblant le VD en 
surcharge de pression. Les ECFC favorisent la réparation vasculaire et l’angiogenèse mais 
n’ont pas encore été étudiées en tant que thérapie cellulaire ciblant le VD en HTP.  
Hypothèse  
L’administration d’ECFC dans un modèle porcin d’HPPE pourrait améliorer la densité 
capillaire et la fonction du VD. 
Méthodes 
Une étude préliminaire a été réalisée afin d’estimer la rétention cellulaire après 
l’administration intracoronaire des ECFC. Pour ce faire 2 porcs ont sacrifiés respectivement 
4h et 24h après l’administration. Nous avons ensuite comparé 3 groupes : contrôle (n=5), 
HPPE (n=6) et HPPE+ECFC (n=5). Les ECFC ont été isolés à partir du sang périphérique 
des porcs du groupe HPPE+ECFC au cours de leur modélisation pour une administration 
autologue. Le groupe contrôle a reçu du sérum physiologique administré par voie 
intracoronaire droite. Après la mise en place du modèle d’HPPE, les groupes HPPE et 
HPPE+ECFC ont reçu respectivement du sérum physiologique et des ECFC par voie 
intracoronaire droite. L’hémodynamique pulmonaire et la fonction du VD ont été évaluées 
avant l’injection et quatre semaines plus tard. Les porcs ont été mis à mort quatre semaines 
après l’administration et des biopsies cardiaques et pulmonaires ont été récupérées pour 
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être analysées. Etant donné que la fonctionnalité des ECFC peut être affectée par la mise en 
place de la pathologie, leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles ont été 
étudiées avant et après l’HPPE.  
Résultats  
L’étude préliminaire a permis de retrouver les ECFC injectés dans le VD à 4h et 24h après 
leur administration mais pas à quatre semaines.  
Quatre semaines après l’administration des ECFC, la comparaison des groupes HPPE et 
HPPE+ECFC a révélé une augmentation du RVFAC dans le groupe ayant reçu les cellules. 
Les autres paramètres hémodynamiques, cardiaque ou pulmonaire, n’ont pas été retrouvés 
différents entre les groupes HPPE et HPPE+ECFC. L’expression du CD31, marqueur de la 
densité capillaire, a été retrouvée augmentée après l’administration des ECFC. De manière 
intéressante, la surface des cardiomyocytes est diminuée dans le groupe HPPE+ECFC.  
L’évaluation des ECFC avant et après l’HPPE n’a pas révélée de différence concernant 
l’expression de marqueurs endothéliaux, l’internalisation du LDL-acétylé, la fermeture d’une 
blessure et la prolifération. Le phénotype de ces cellules ne semble ainsi pas avoir été 
affecté par la modélisation HPPE.  
Conclusion 
Nous avons démontré l’innocuité et la faisabilité de l’administration d’ECFC autologues par 
voie intracoronaire dans un modèle porcin d’HTP. L’administration d’ECFC a permis 
d’améliorer la fonction du VD, sa densité capillaire et de diminuer son hypertrophie. La 
thérapie cellulaire composée d’ECFC semble être prometteuse pour le maintien de la 
fonction du VD en HTP.  
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Culture in vitro : cardiomyocytes et milieu 
conditionné d’ECFC 
 
Contexte 
Lors de notre étude d’administration d’ECFC par voie intracoronaire dans le modèle porcin 
d’HTP, nous avons fait une observation inattendue. En effet, nous avons observé que 
l’administration d’ECFC entrainait une diminution de l’hypertrophie des cardiomyocytes du 
VD. Pour rappel, l’hypertrophie du VD est une caractéristique de la dysfonction cardiaque 
présente en HTP. Suite à ces résultats intéressants, nous avons souhaité étudier plus en 
détail l’effet des ECFC issus de sang de cordon sur la modulation de l’hypertrophie de 
cardiomyocytes humains in vitro. Pour ce faire, nous avons induit l’hypertrophie de 
cardiomyocytes dérivés d’iPS (iCell Cardiomyocyte² Cellular Dynamics®) à l’aide 
d’endothéline-1. Une fois hypertrophiés, les cardiomyocytes ont été mis en contact avec du 
milieu conditionné d’ECFC préparé au préalable et l’évolution de l’hypertrophie a été étudiée.  
 
Matériel et méthodes 
Nous avons utilisé des cardiomyoctes dérivés d’iPS humains fournis par la société Cellular 
Dynamics® et déjà validés par de nombreuses publications. Ces cardiomyocytes sont issus 
d’une population stable et nous avons vérifié l’expression par ces cellules des principaux 
marqueurs des cardiomyocytes avant leur utilisation (Figure 45). Les cardiomyocytes dérivés 
d’iPS utilisés pour les expériences présentées ici sont issus d’un lot unique.  
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Figure 45 : Marquage immunofluorescent des cardiomyocytes. Ces images montrent les 
cardiomyocytes marqués pour les protéines suivantes : chaine légère de la myosine 2 ventriculaire (1 : 
200, ProteinTech 10906-1-AP), N-cadhérine (1 : 200, Abcam ab76057) et alpha sarcomérique actinine 
(1 :200, Abcam ab9465) aux grossissements x25 ou x100 (microscope à fluorescence Leica DMR). 
Marquages par les anticorps secondaires donkey anti-mouse-647 (1 : 500, Invitrogen A-31571) et 
donkey anti-rabbit-488 (1 : 500, Invitrogen A-21206) et des noyaux par Hoechst (1 : 10000, 
Thermofisher 33342). 
Dans un premier temps, une expérience de dose-réponse a été réalisée afin de déterminer 
la concentration optimale d’endothéline-1 induisant une réponse hypertrophique maximale. 
L’hypertrophie a été mesurée via le dosage de l’expression du pro Brain Natriuretic Peptide 
(proBNP), un marqueur de l’hypertrophie cardiaque. Le protocole d’induction de 
l’hypertrophie suivi est celui proposé par le fournisseur des cardiomyocytes, voir « Cellular 
Dynamics iCell Cardiomyoctes Application Protocol ». Le log(EC50), déterminé à partir de la 
courbe dose-réponse obtenue, permet d’obtenir cette concentration optimale. D’après la 
courbe ci-dessous (Figure 46), log(EC50)=-10,49 ce qui correspond à une concentration 
optimale d’endothéline-1 de 32 pM pour ce lot de cardiomyocytes. Par conséquent, cette 
concentration d’endothéline-1 a été utilisée pour le reste des expériences.  
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Figure 46 : Expression du BNP en réponse à différentes concentrations d’endothéline-1. Les 
cardiomyocytes ont été décongelés en plaque 96 puits dans du milieu de maintenance (Cellular 
Dynamics®), puis, 2 jours plus tard, le milieu a été changé pour débuter le protocole d’induction 
d’hypertrophie (milieu William’s E supplémenté avec du cocktail B issu du milieu de maintenance des 
hépatocytes (Life Technologies)). L’endothéline-1 (E7764 Sigma) a ensuite été ajoutée pendant 18h 
aux différentes concentrations conseillées par le fournisseur en triplicat. L’expression de BNP a 
ensuite été analysée par cytométrie en flux (AccuriTM C6 BD Biosciences) à l’aide de l’anticorps 
primaire anti-proBNP (1 : 500, ab13115 Abcam) et du secondaire AF647 donkey anti mouse (1 :1000, 
Life Technologies, A31571). La courbe dose-réponse a été générée et donne l’EC50, ce qui permet 
de déterminer la concentration optimale d’endothéline-1. Ici log(EC50)=-10,49 ce qui correspond à 
une concentration d’endothéline-1 de 32 pM. 
En parallèle de cette mise au point, les milieux conditionnés ont été produit. Des ECFC de 
sang de cordon (Centre de Recherche Biologique, hôpital Saint-Louis) ont été cultivés dans 
différents types de milieu Endothelial Growth Medium-2 (EGM-2) (Lonza) : EGM-2 sérum 
5%, EGM-2 sérum 0.5%, EGM-2 sérum démicrovésiculé 5%, EGM-2 sérum démicrovésiculé 
0.5%. Ce milieu a été récupéré 48h après, concentré 10 fois et conservé à -20°C (voir le 
détail Figure 47). Le sérum démicrovésiculé a été produit par la plateforme protéomique du 
laboratoire à l’aide de la technique d’ultrafiltration tangentielle (KrosFla Research Iii, 
Spectrum Laboratories), qui a pour caractéristique d’éviter l’accumulation des molécules à la 
surface du système de filtration grâce au balayage de cette surface par un flux continu de 
solution (brevet en cours). 
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Figure 47 : Détail de la production des milieux conditionnés. Les ECFC de sang de cordon ont été 
ensemencés dans 4 flasques T25 à 5000 cellules/cm². Les cellules ont ensuite été mises en contact 
avec leur milieu respectif pendant 24h pour une phase de lavage. Au bout des 24h le milieu est enlevé 
et un nouveau milieu est ajouté : EGM-2 sérum 5%, EGM-2 sérum 0.5%, EGM-2 sérum 
démicrovésiculé 5% ou EGM-2 sérum démicrovésiculé 0.5%. Après 48h, le milieu est récupéré et 
concentré à l’aide de filtres à centrifuger Amicon Ultra 15 ml avec une membrane de 3kD (Merck 
Millipore), 3200g 30 min. Les milieux sont ainsi concentrés 10 fois puis conservés à -20°C avant leur 
utilisation. 
Ces 4 types de milieux nous ont permis d’étudier l’effet de deux paramètres inhérents au 
sérum: (1) la concentration de celui-ci et (2) son contenu en microvésicules. Les ECFC 
cultivés dans un milieu contenant 0.5% de sérum sont en condition de stress. Cette condition 
a pour but de mimer le stress qu’elles subissent lorsqu’elles sont administrées dans le VD 
d’un porc HPPE. Nous pouvons ainsi comparer l’effet des facteurs sécrétés par les ECFC en 
condition normale (sérum 5%) et en condition de stress (sérum 0.5%) sur les cardiomyocytes 
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hypertrophiés. L’utilisation de sérum sans microvésicules permet d’évaluer spécifiquement 
l’effet des microvésicules produites par les ECFC sur l’hypertrophie des cardiomyocytes.  
Une fois la concentration optimale d’endothéline-1 obtenue et les milieux conditionnés 
produit, une expérience de culture in vitro cardiomyocytes/milieu conditionné d’ECFC a été 
réalisée (Figure 48). Comme précédemment, les cardiomyocytes ont été décongelés puis, 2 
jours plus tard, le milieu changé et l’endothéline-1 ajoutée. Dans cette expérience, 
l’hypertrophie a été induite pour toutes les conditions. Après induction de l’hypertrophie, les 
cardiomyocytes ont été mis en contact avec le milieu conditionné pendant 48h au ratio 50/50 
(50% milieu d’induction de l’hypertrophie William’s E+cocktail B et 50% milieu conditionné). 
Un ratio de milieu 50% milieu conditionné / 50% milieu cardiomyocyte a été choisi pour éviter 
que les cardiomyocytes ne soient en contact avec une quantité trop importante de milieu 
conçu pour la croissance des cellules endothéliales (EGM-2). Des cardiomyocytes 
hypertrophiés mis en présence de leur milieu de culture (Cellular Dynamics) ont servi de 
condition contrôle. L’expression du proBNP a ensuite été quantifiée par cytométrie en flux à 
l’aide d’un anticorps anti-proBNP. L’évolution de l’hypertrophie des cardiomyocytes au 
contact de milieu conditionné d’ECFC a ainsi pu être évaluée.  
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Figure 48 : Schéma expérimental de l’application de milieu conditionné d’ECFC sur des 
cardiomyocytes hypertrophiés. A J0 les cardiomyocytes sont ensemencés à une densité de 1,56.106 
cellules/cm² sur un coating fibronectine (5µg/ml, Roche) dans du milieu de maintenance (Cellular 
Dynamics®). A J2, le milieu est changé pour débuter l’induction de l’hypertrophie. A J5, de 
l’endothéline-1 à 32pM (concentration déterminée précédemment) est ajoutée au milieu. A J6, 18h 
après l’ajout de l’endothéline-1, les milieux sont changés pour mettre les milieux conditionnés pendant 
48h. L’expression du BNP est finalement analysée par cytométrie en flux : anticorps primaire anti-
proBNP (1 :1000, Abcam ab13115), anticorps secondaire AF647 donkey anti mouse (1 :1000, Life 
Technologies, A31571), marquage 7AAD pour déterminer la viabilité cellulaire, analyse sur AccuriTM 
C6 BD Biosciences.  
 
Résultats  
Dans un premier temps, nous avons pu observer que l’ajout de milieu conditionné sur les 
cardiomyocytes a tendance à augmenter l’expression du proBNP par ces cellu les par rapport 
à la condition contrôle (Figure 49). Il semblerait donc que les facteurs sécrétés par les ECFC 
ne diminuent pas l’hypertrophie des cardiomyocytes mais ont plutôt tendance à l’augmenter. 
Seul le milieu conditionné d’ECFC avec 0.5% de sérum démicrovésiculé induit une sécrétion 
de proBNP similaire à la condition contrôle (cardiomyocytes hypertrophiés cultivés dans leur 
milieu). Cependant, l’expression du proBNP n’est pas diminuée, il n’y a donc pas d’effet anti-
hypertrophique du milieu conditionné 0.5% sérum démicrovésiculé.  
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Figure 49 : Expression du proBNP par les cardiomyocytes en présence de milieu conditionné d’ECFC. 
L’expression a été analysée par cytométrie en flux, l’ordonnée représente l’intensité moyenne de 
fluorescence (MFI) de l’anticorps anti-proBNP présent dans les cardiomyocytes. Cette figure 
représente l’expression du proBNP dans des concentrations de sérum 5% (bleu) et 0.5% (rouge) dans 
du sérum classique (histogramme plein) et dans du sérum démicrovésiculé (histogramme hachuré). 
La condition contrôle (vert) correspond à des cardiomyocytes hypertrophiés cultivés dans leur milieu.  
Etant donné que la condition « milieu conditionné d’ECFC avec 0.5% de sérum 
démicrovésiculé » (rouge hachuré) est la seule à induire une sécrétion de proBNP similaire à 
la condition contrôle (vert), nous avons mesuré la surface des cardiomyocytes à l’aide d’un 
marquage « Wheat germ agglutinin » (WGA) uniquement dans cette condition. Cette 
estimation indique une mesure de la surface des cardiomyocytes similaire entre les deux 
conditions (Figure 50).   
 
 
 
 
 
 
Figure 50 : Mesure de la surface des cardiomyocytes. La surface a été marquée par du WGA (WGA 
AF 488 W11261 Invitrogen, 5 µg/ml), les photos prises au microscope à fluorescence (Leica DMR) et 
le contour des cardiomyocytes a été réalisé à l’aide du logiciel ImageJ sur 10 champs par condition, 
au grossissement x25. Chaque point représente la moyenne de la surface des cardiomyocytes sur un 
champ et l’écart type entre les valeurs est représenté. 
 
Conclusion/Discussion 
Lors de cette étude très préliminaire, nous avons montré qu’il était possible d’induire 
l’hypertrophie de cardiomyocytes dérivés d’iPS et de leur appliquer du milieu conditionné 
d’ECFC. Dans un premier temps, la quantification de l’expression du BNP à différentes 
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concentrations d’endothéline-1 nous a permis de déterminer la concentration optimale 
d’endothéline à utiliser. Cependant, l’application de milieu conditionné d’ECFC, dans les 
conditions étudiées ici, n’entraine pas de réversion l’hypertrophie des cardiomyocytes 
dérivés d’iPS in vitro. En effet, aucune des conditions ne permet de diminuer l’expression du 
proBNP analysée par cytométrie en flux, ni la surface des cardiomyocytes, mesurée à l’aide 
d’un marquage WGA. Au contraire, l’application de milieu conditionné d’ECFC a tendance à 
augmenter l’hypertrophie des cardiomyocytes.  
D’après ces expériences préliminaires, il semblerait que la diminution de l’hypertrophie des 
cardiomyocytes, observée dans notre étude in vivo suite à l’administration d’ECFC par voie 
intracoronaire, ne soit pas induite par les facteurs sécrétés par les ECFC comme nous 
l’avions suggéré. Un autre mécanisme que la sécrétion de facteurs par les ECFC semble 
donc être à l’origine de notre observation in vivo. Nous pouvons émettre l’hypothèse que des 
interactions directes entre cardiomyocytes et ECFC suite à l’injection de ces dernières aient 
permit de réverser l’hypertrophie. Il est aussi possible que la formation de vaisseaux par les 
ECFC ait engendré divers mécanismes aboutissant à la diminution de l’hypertrophie.   
Cependant, il faut garder à l’esprit que l’expérience réalisée ici est très préliminaire et 
nécessite d’être reproduite afin d’être sûr des hypothèses que nous avançons. Seules des 
conditions en triplicat ont été réalisées ce qui ne permet pas une analyse statistique. Nous 
pouvons donc difficilement conclure avec cette seule expérience. Il serait nécessaire de faire 
d’autres expériences de co-culture directe cardiomyocytes/ECFC pour avoir une idée plus 
précise de l’action de ces dernières sur l’hypertrophie cardiaque.  
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Article n° 2 : Administration intracardiaque 
de progéniteurs endothéliaux dans un 
modèle porcin d’HPPE 
Introduction 
La dysfonction du VD est le principal facteur de pronostic dans l’HTP. Il a été reporté que la 
diminution de la densité capillaire du VD caractérise le passage d’un VD adapté à un VD 
désadapté et donc défaillant. Lors d’une première étude, nous avons administré des ECFC, 
cellules capables d’induire la réparation vasculaire et l’angiogenèse, par voie intracoronaire 
dans le VD de porcs modèles pour l’HPPE. Une amélioration de l’hémodynamique 
cardiaque, de la densité capillaire et une régression de l’hypertrophie avaient pu être 
observées. Cependant, cette voie d’administration avait révélé une faible rétention cellulaire 
au sein du myocarde. Nous avons donc choisi de réaliser des administrations 
intracardiaques pour pallier à cette faible prise de greffe des cellules.  
Hypothèse  
L’administration d’ECFC par voie intracardiaque dans le VD d’un modèle porcin d’HPPE 
pourrait induire une meilleure rétention cellulaire et des effets plus prononcés que suite à 
l’administration par voie intracoronaire droite. 
Méthodes 
Une étude préliminaire a été réalisée afin d’évaluer la faisabilité de l’administration 
intracardiaque dans le VD du modèle porcin d’HPPE. Dans ce cas, un porc a été sacrifié 24h 
après avoir reçu 10.106 ECFC administrés en 40 injections (10 par site, 4 sites marqués par 
un point) de 25 µl chacune. Nous avons ensuite comparé 3 groupes : contrôle (n=6), HPPE 
(n=6) et HPPE+ECFC (n=6). Les ECFC ont été isolés à partir du sang périphérique des 
porcs du groupe HPPE+ECFC avant leur modélisation, pour une administration autologue. 
Le groupe contrôle a reçu du sérum physiologique. Après la mise en place du modèle, les 
groupes HPPE et HPPE+ECFC ont reçu respectivement du sérum physiologique et des 
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ECFC par injections dans le VD. L’hémodynamique pulmonaire et la fonction du VD ont été 
évaluées avant l’injection et quatre semaines plus tard. Les porcs ont été sacrifiés quatre 
semaines après l’administration et des biopsies cardiaques et pulmonaires ont été 
récupérées pour être analysées.  
Résultats  
L’étude préliminaire a permis de vérifier que les ECFC ont été correctement injectés dans le 
VD. Deux évènements indésirables ont été reportés lors des injections intracardiaques. Un 
des porcs est entré en fibrillation et a nécessité une réanimation. Un second porc a fait une 
tamponnade cardiaque. Les deux évènements ont pu être pris en charge à temps et les 
porcs sont entrés dans l’étude. Pour des raisons éthiques, deux porcs ont dû être sacrifiés à 
3 jours et 5 jours après l’administration intracardiaque de sérum physiologique.  
Quatre semaines après l’administration des ECFC, la comparaison des groupes n’a pas 
révélé de différence significative en ce qui concerne les paramètres hémodynamiques 
cardiaques ou pulmonaires. Une augmentation de la densité capillaire de manière très 
localisée ainsi qu’une diminution de la fibrose ont été observées suite à l’administration des 
ECFC.  
N’ayant pas observé d’amélioration de la fonction cardiaque droite, nous avons réalisé une 
expérience supplémentaire afin de suivre le devenir des ECFC après leur administration. 
Chez un porc sain, nous avons prélevé du sang pour isoler ses ECFCs qui ont été transduit 
par des lentivirus afin d’exprimer la GFP. Ce porc a reçu 10 injections de 2.5.106 ECFC, 
dans 250 µL de sérum physiologique, centralisées autour d’un point précis (marqué par un 
point de suture) chaque semaine et ce pendant 3 semaines. A la 4ème semaine il a été 
sacrifié est des biopsies ont été prélevées aux sites d’injection. Nous avons pu retrouver des 
ECFCs dans le VD uniquement 1 semaine après leur administration. Trois semaines après 
administration les ECFC étaient retrouvés dans le lobe supérieur droit et dans la rate.  
Conclusion 
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Il semblerait que l’administration intracardiaque des ECFC soit trop localisée pour engendrer 
une amélioration de la fonction cardiaque droite dans le modèle porcin d’HPPE étudié. De 
plus, à la vue des évènements indésirables qui se sont déroulés pendant et après les 
injections, le rapport bénéfice/risque de cette voie d’administration ne serait pas favorable 
dans le cas du VD en HPPE.  
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Abstract  
Background: Right ventricular (RV) failure is the main prognostic factor in pulmonary 
hypertension (PH), and ventricular capillary density has been reported to be a marker of RV 
maladaptive remodeling and failure. Our aim was to determine whether intramyocardial 
administration of Endothelial Colony Forming Cells (ECFCs) can improve RV function and 
capillary density in a piglet model of Chronic Thromboembolic Pulmonary Hypertension 
(CTEPH). 
Methods: We compared three groups: Sham (n=5), CTEPH (n=6), and CTEPH+ECFC (n=5). 
ECFCs were isolated from CTEPH+ECFC piglet peripheral blood samples at baseline. 
CTEPH and Sham groups underwent intramyocardial administration of saline, while the 
CTEPH+EPC group received ECFCs at six weeks (T6). RV function, pulmonary 
hemodynamics, and myocardial morphometry were investigated in the animals at ten weeks 
(T10). Additional experiment has been performed to evaluate engraftment kinetics of ECFCs 
over 3 weeks.  
Results: Following ECFCs administration, there were no significant changes in pulmonary or 
cardiac hemodynamic parameters (RVFAC, mPAP and TPR). However, CTEPH+ECFC 
piglets had increased localized capillary density and a reduction in myocardial fibrosis 
(CTEPH 13.15% [11.36-18.49] vs. CTEPH+ECFC 8.94 [5.25-10.98], p=0.045). ECFCs were 
found in the RV free wall at 24 h and one week after injection but no more after.  
Conclusion: ECFCs intramyocardial administration did not improve right ventricle function in 
a model of CTEPH as it induced focalized capillary density improvement at injection site. 
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Intramyocardial route may not be the most effective way to deliver cell therapy to right 
ventricle in pulmonary hypertension. 
Keywords: stem cell therapy, right ventricle in pulmonary hypertension, intramyocardial 
administration 
Abbreviations 
CTEPH: Chronic Thromboembolic Pulmonary Hypertension 
EGM: Endothelial cell Growth Medium 
ECFCs: Endothelial Colony Forming Cells 
FGF: Fibroblast Growth Factor 
PA: pulmonary artery 
PAP: Pulmonary Arterial Pressure 
PBMC: Peripheral Blood Mononuclear Cell  
PH: Pulmonary Hypertension 
RUL: Right Upper Lobe 
RV: Right Ventricular 
RVFAC: Right Ventricular Fractional Area Change 
T10: 10 weeks 
T6: 6 weeks 
TAPSE: Tricuspid Annular Plane Systolic Excursion 
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TPR: Total Pulmonary Resistance 
 
 
 
Introduction 
Pulmonary hypertension (PH) is characterized by the occlusion of the pulmonary 
vasculature, leading to an increase in pulmonary vascular resistance and resulting in a rise in 
right ventricle (RV) afterload. While the disease progresses, the RV shifts from an adaptive 
remodelling to a maladaptive one. Right ventricular function is the main prognostic factor in 
PH [1]. The maladaptive state is defined by a decreased capillary density observed in several 
animals models and in patients [2] [3] [4] [5].  
Endothelial Colony Forming Cells (ECFC) are good candidates for RV-targeted 
therapy since they promote vascular repair and angiogenesis [6] [7] [8]. Therefore, in a 
previous study, we administered ECFCs through the right coronary artery into the RV [9]. 
This study showed improved right heart function, increased capillary density and decreased 
cardiomyocytes’ hypertrophy after ECFC administration. However, this route of 
administration led to a poor cell retention as ECFCs were not found in the RV 4 weeks after 
their administration. Intramyocardial administration is known to induce a better retention of 
transplanted cells than the intracoronary one and is often associated with a greater impact on 
the pathology [10].  
As a result, we aimed at investigating the effect of ECFCs intramyocardial 
administration on RV function and capillary density in a piglet model of Chronic 
Thromboembolic Pulmonary Hypertension (CTEPH).   
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Methods 
Chronic thromboembolic piglet model 
Five-week-old large white piglets, weighing 20-22 kg, were included in the 
preliminary (n=1), the main study (n=18) and the additional one (n=1). The animals were 
randomly assigned to Sham or CTEPH groups. Briefly, the CTEPH model was established by 
ligaturing the left pulmonary artery followed by weekly embolization of the right pulmonary 
artery over a five-week period [11] (See supplemental data for more detail).  
A preliminary pilot study was undertaken using one CTEPH piglet in which ECFCs 
were administrated at six weeks (T6), and the animal was sacrificed 24 h later. This 
preliminary study was undertaken to test the feasibility, to validate the injection protocol and 
to evaluate the ECFCs’ engraftment at 24h (Fig 1a). Eighteen piglets were included in the 
main study: 6 Sham, 6 CTEPH, and 6 CTEPH+ECFC (Fig. 1a). At T6, the animals in the 
CTEPH groups received intramyocardial injections of saline, whereas the animals in the 
CTEPH+ECFC group each received 10.106 ECFCs. On the RV, four sites were marked by 
stitches (Fig. 1b) and 10 injections of 25 µl each were performed at each site, resulting in a 
total of 40 injections of 1 ml of either saline or cell suspension. An additional experiment was 
set in place to evaluate the engraftment of the ECFCs after their administration. To do so, one 
Sham piglet received 2.5.106 ECFCs (previously transfected by lentivirus to express GFP, See 
supplemental methods for more details) weekly during 3 weeks and was sacrificed at the end 
of the fourth week. Biopsies were collected at each site to look for the presence of ECFCs 1, 2 
and 3 weeks post administration. 
No deaths related to infection of the surgical site were reported. There were no deaths 
in the CTEPH+ECFC group after ECFC administration, and two deaths in the CTEPH group 
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after saline administration due to the severity of the disease. As a consequence, 2 additional 
animals has been enrolled in the study to have 6 piglets per group. 
ECFC harvesting 
Peripheral blood samples of 100 mL were collected from the CTEPH+ECFC piglets at 
baseline. An autologous cell-based therapy was established as the treated piglets received 
ECFCs isolated previously from their own blood. ECFCs were harvested by isolation of 
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) by gradient centrifugation in Pancoll (Dutsher, 
Burmath, France), after which they were plated at a density of 50,000 cells/cm2I [12]. The 
PBMCs were maintained in endothelial basal medium-2 supplemented with EGM2 
(Endothelial cell Growth Medium)-MV Single-Quots (containing hEGF, hydrocortisone, 
gentamicin, fetal bovine serum, VEGF, hFGF-B, R3-IGF-1, and ascorbic acid) (Lonza, 
Ermerainville, France) at 37°C in a 5% CO2 humidified incubator. After 8 to 15 days, cell 
colonies became visible and they were detached by trypsinization, followed by seeding at 
10,000 cells/cm2 for expansion.  
ECFC administration  
Cell therapy administration was performed at T6 for the CTEPH+ECFC group. This 
time point was chosen because it has been proven in the study of Mercier et al. that chronic 
PH is developed in pigs 5 weeks after left PA ligature and weekly embolization [12]. ECFC 
administration was performed under general anesthesia. Autologous ECFCs were resuspended 
in 1 mL of saline solution in a syringe, and injected using 30 G needle and a mesotherapy 
pistol to accurately deliver 25 µl at each injection. Injection sites were marked beforehand in 
order to localize these areas at the time of RV biopsies sampling 4 weeks later.  
Hemodynamic assessment 
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Heart rate, mean pulmonary artery pressure (mPAP), cardiac output, and central blood 
saturation were measured at baseline (T0), 6 weeks (T6), and 10 weeks (T10). A pressure-
volume loop analysis of the RV was performed at T6 and T10 with a conductance VentriCath 
507 (Millar Instruments, Houston, TX, USA). (See supplemental methods for more details).  
Echocardiographic assessment 
Transthoracic echocardiography (Vivid E9; GE Medical Systems Milwaukee, WI, USA) was 
performed at T0, T6, and T10. Right ventricular fractional area change (RVFAC) and the RV 
free wall strain were assessed. 
Capillary density assessment in the RV 
 To assess the capillary density, RV samples were incubated with a rabbit anti-human 
CD31 (CD31 clone 1A10, 1:100, Diagomics, Blagnac, France) detected by ultraView 
Universal DAB Detection Kit (Ventana, California USA) staining with Benchmark GX 
(Roche, Boulogne-Billancourt, France). The capillary density was determined by the number 
of capillaries per mm2 in 10 fields of view for each animal at 400x (NIS-Element software, 
Nikon, Tokyo, Japan). 
Cardiomyocyte area assessment in the RV 
RV samples were incubated with wheat germ agglutinin (WGA-AF488, Invitrogen, 
USA, 10 µg/mL) and DAPI (1:10,000, Sigma-Aldrich, Missouri, USA). The cardiomyocyte 
surface was determined, as previously described [13] using ImageJ software in 10 fields of 
view for each animal at 630x (NIS-Element software, Nikon).  
Statistical analysis 
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Data from the three groups were compared with the Kruskal-Wallis test, and the groups were 
compared two by two with the Mann-Whitney test in case of a significant Kruskal-Wallis test. 
The results are presented as medians [interquartile range (IQR)]. Statistical analyses were 
performed using Prism 6 software (GraphPad® software, San Diego, California, USA). 
 
 
Results 
Preliminary study  
The aim of the preliminary study was to evaluate the feasibility of right intramyocardial 
administration of ECFCs in piglets and to check that ECFCs were properly recovered in the 
RV tissue. A CTEPH piglet was sacrificed 24 hours after receiving 10.106 ECFCs through 
several intramyocardial injections. Immunohistological analysis revealed the presence of 
ECFCs in the RV myocardium (Fig. 2a).  
ECFC engraftment 
An additional experiment consisted in weekly administrations of ECFCs during 3 weeks to 
follow their engraftment week-by-week. Isolated GFP-ECFCs were found in the RV only one 
week after their administration (Fig. 2b). These cells are in the RV myocardium. GFP-ECFCs 
were not detected in this tissue at 2, 3 and 4 weeks post administration. Some ECFCs were 
found in the spleen (Fig. 2c) and lung right upper lobe (Fig. 2d) 3 and 4 weeks after their 
intramyocardial administration.  
Assessment at six weeks (T6)  
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There was no significant difference in terms of body weight, body surface area, and 
hemodynamic data (mPAP, TPR, cardiac output, RFVAC, RV free wall strain) between the 
CTEPH and CTEPH+ECFC groups at T6 (data not shown).  
Events occurring during and after intramyocardial administration 
During intramyocardial administration, one event of fibrillation occurred in a piglet receiving 
ECFC and required intensive care. Furthermore, tamponade happened in one piglet after 
saline solution injection. In both cases, adverse events were rapidly identified and 
successfully managed. For ethical reasons, 2 piglets had to be sacrificed at 3 and 5 days after 
intramyocardial administration of saline solution because of the severity of the disease. They 
showed serious symptoms of right ventricular dysfunction and a strongly altered pulmonary 
hemodynamic (TPRi was 1488 dynes.s.cm-5 and 2074 dynes.s.cm-5 ; and mPAP 54 mmHg 
and 52 mmHg).  
RV function and pulmonary hemodynamics  
At T10, RVFAC was not significantly different between the three groups (Sham 35.37% 
[34.15-50.76], CTEPH 31.83% [29.1-55.86] and CTEPH+ECFC 37.87% [25.69-50.87]). 
There were no difference either for RV free wall strain (Sham -21.08 [-23.77- -18.19], 
CTEPH -25.54 [-31.44- -18.08] and CTEPH+ECFC -27.26 [-29.25 - -21.94]). In regard to 
pulmonary hemodynamics, both the mPAP and the TPR indexed to the body surface area 
remained significantly lower in the Sham group compared to both the CTEPH group and the 
CTEPH+ECFC group (mPAP: 13 mmHg [8.25-15.5], 26 mmHg [20.5-33.75], and 27 mmHg 
[22.75-33.5], respectively, Sham vs. CTEPH p=0.0136 and Sham vs. CTEPH+ECFC 
p=0.0081 ; TPR: 280 dynes.s.cm-5 [204.1-347.6], 570.3 dynes.s.cm-5 [504.5-680.3], and 707.3 
dynes.s.cm-5 [522-1246], respectively, Sham vs. CTEPH p=0.045 and Sham vs. 
CTEPH+ECFC p=0.0062). These hemodynamic parameters did not significantly differ 
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between the CTEPH group and CTEPH+ECFC group (for mPAP: p>0.999 and for TPR: 
p>0.999) (data not shown).  
RV and lung morphometry  
The cardiomyocyte surface area was not different between the three groups (Sham 210.1 µm² 
[200.6-268.4], CTEPH 235.5 µm² [210.9-258.5] and CTEPH+ECFC 219.3 µm² [147.7-
337.7]). The pulmonary artery media thickness in the RUL was greater in the CTEPH group 
(64.35% [58.51-66.51]) and the CTEPH+ECFC group (63.72% [53.97-69.78]) compared to 
the Sham group (25.11% [23-27.42]), (CTEPH vs. Sham p=0.0148, CTEPH+ECFC vs. Sham 
p=0.0074), while there was no significant difference between the CTEPH and the 
CTEPH+ECFC animals (p>0.999) (data not shown).  
RV capillary density 
After ECFC intramyocardial administration, localized increase in capillary density was 
revealed by CD31 immunohistochemical analysis (Fig. 3a). Indeed, clusters with increased 
capillary density were observed. When the three groups were compared, the analysis revealed 
a higher capillary density (capillary/mm²) in the CTEPH group (189.7 [173.5-225.3]) and 
CTEPH+ECFC group (208.7 [181.6-253.3]) compared to the Sham group (134.6 [128.6-142]) 
(CTEPH vs. Sham p=0.0175 and CTEPH+ECFC vs. Sham p=0.0062) (Fig. 3b). There was no 
significant difference between CTEPH+ECFC and CTEPH regarding the overall capillary 
density (p>0.999).  
RV fibrosis 
Red Sirius analysis showed a general increase in fibrosis in the CTEPH group (13.15% 
[11.36-18.49]) compared to the Sham group (8.45% [5.55-10.46]) (p=0.0284). Interestingly, 
the fibrosis was lower in the CTEPH+ECFC group (8.94% [5.29-10.98]) compared to CTEPH 
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group (p=0.045). There was no significant difference between the Sham group and the 
CTEPH+ECFC group (p=0.66) (Fig. 3c). In this case, unlike capillary density, the decreased 
fibrosis in the CTEPH+EPC group is general and not present in the form of cluster.  
 
Discussion 
We first set in place a preliminary study to evaluate the safety and the feasibility of the 
method because it is an invasive one. This preliminary study allowed validation of our technic 
of administration. Indeed, we used it to ensure that ECFC were well administered in the 
myocardium. After observing that ECFC were injected into the RV, we begun the main study. 
Four weeks after ECFC administration an increased capillary density in the area of injection 
and a general decrease of fibrosis were observed. However, no hemodynamic and RV 
function improvements were noticed. 
In this study, 2 piglets were lost after intramyocardial injections due to the severity of the 
disease. Furthermore, 2 adverse events occurred during injections (ventricular fibrillation and 
tamponade). In a previous study we administered ECFCs in CTEPH piglets through the 
intracoronary route and had no adverse event reported [9]. Based on these results, we can state 
that intramyocardial administration has a higher risk and invasiveness than the intracoronary 
route of administration for the CTEPH piglet model. However, a clinical trial administering 
mesenchymal stromal cells through transendocardial injection in patients with severe 
ischaemic heart failure observed no side events and stated that this route of administration 
was safe [14]. Furthermore, in another study, van der Spoel et al. observed no differences in 
safety profiles between transendocardial and intracoronary cell injection [15]. However, 
transendocardial route cannot be directly compared to intramyocardial administration, 
because the first one is percutaneous and the second one requires an invasive surgical 
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procedure. Transendocardial administration may be less invasive and less lethal than the 
intramyocardial one due to the percutaneous access. As a result, if an intramyocardial 
injection is intended, the transendocardial route seems less invasive and safer than the 
epicardial one. Nevertheless it is likely that this route of administration would not have 
improved our results, because the administration would still be localized in clusters.   
The histological analysis 24 hours after ECFC administration showed clusters of cells 
entering the myocardium along the needle route attesting that the administrations were 
localized in the tissue. Four weeks after the injections, localized areas of increased capillary 
density were observed in the RV. However, we did not observed a general increase in 
capillary density in the RV. It is important to highlight that even if there is no sustained ECFC 
engraftment, a localized effect was observed. In contrast, Kawamoto et al. observed an 
increased capillary density in the left ventricle after transendocardial administration in a pig 
model of myocardial ischemia [16]. Our observation may be explained by two hypothesis. 
First, we did not observe a general increase in capillary density because we had already an 
increased capillary density in this CTEPH model as compared to the Sham animals. The lack 
of a decreased capillary density in our model, like in the RV of PH patients, is one of the 
major limitation of our study. There may be a slight increase in capillary density after ECFC 
administration that we were not able to quantify. The second hypothesis is that we did not 
inject the optimal cell dose (ie number of cells/injection or number of injections). In this study 
10.106 ECFCs were administered per piglet. The other studies that administered stem cells in 
the myocardium through direct intramyocardial injections used a highly variable number of 
cells (from 5.106 to 8.108) [17]. However, studies that used increasing doses of cells have 
come to different conclusions. Some showed a beneficial effect only when a high dose of cells 
was administered while others found a reverse dose-response: the highest doses are the least 
effective [18] [19]. It appeared that the concentration of the cells during administration rather 
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than their number affected the cardiac tissue [20] [18]. Finally, these studies were targeting 
the left ventricle where we worked on the RV. These two ventricle are slightly different and 
can lead to different results.  
A decrease in fibrosis was noticed after ECFC administration. Other studies observed this 
effect after ECFC administration in different animal models of myocardial dysfunction  [16] 
[21] [22]. However, none of them described the pathway through which ECFC succeeded in 
reversing myocardial fibrosis. Fibroblast growth factor (FGF) secreted by ECFCs may be an 
explanation [23]. Hu et al. observed that the treatment of mice with FGF16 attenuated 
interstitial fibrosis in response to myocardial infarction [24]. However, it seems that the effect 
of FGFs on cardiac fibrosis depends on the type of FGF and potentially the model of injury 
[25]. Further work is needed to identify the FGFs pathways implicated. 
As stated above, we observed a localized increase in capillary density and a general decrease 
of fibrosis after ECFC intramyocardial administration. These two observations seem 
contradictory but we can hypothesize that the localized increased capillary density allowed a 
better diffusion of the factors secreted by the administered ECFC. These secreted factorscould 
exert their effect in the tissue in a diffuse way, resulting in a general decrease of fibrosis.  
The histological analysis 24 hours after ECFC administration revealed clusters of cells 
entering the myocardium which showed that the administration was localized in the tissue. In 
addition, we observed a localized improvement of capillary density. A clinical trial pointed 
that cells administered through transendocardic route had only an effect at the injection sites 
[26]. The right ventricular dysfunction in PH does not seem localized on specific areas of the 
RV and is rather a general dysfunction. In this study, it seems that the injections were too 
localized in view of the general dysfunction of the RV. That may be why no improvements 
had been observed in RV function. As a result, it seemed that the intramyocardial ECFC 
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administration did not induce a significant improvement of the right ventricular function in 
CTEPH. However, this route of administration is beneficial in the case of localized 
dysfunction such as the ones that appeared in the left ventricle after myocardial infarction. 
Indeed, in this case, the intramyocardial administration of stem cells in the ischemic area or in 
the ischemic border can overcome the deleterious effects of the infarction [14].  
After observing no significant effect on RV function, an additional study was performed to 
evaluate the ECFCs engraftement over time. Histological analysis reveal the presence of GFP-
ECFCs only one week after their administration. None of the ECFCs injected were found in 
the RV beyond one week. Even if intramyocardial administration leads to a better cell 
retention than the intracoronary delivery, the retention remains low [10]. Administering cells 
using a needle lead to a significant cell loss that could be attributed to different parameters : 
the trypsinization, the passage of the cells through the needle, the inflammation caused by the 
needle at the injection site and the damaged tissue where they are administered result in a low 
cell survival [27] [28]. Furthermore, a study showed that cells are rapidly wash out from the 
myocardium through the venous system after intramyocardial administration [29]. This 
observation can explain the fact that after 4 weeks ECFCs were found in the RUL and spleen 
in our study. 
In this study, as we verify that the ECFC were well administered in the targeted RV, it seems 
that these cells triggered a local increase in capillary density. However this local effect was 
too weak to lead to a general improvement in RV function.  
Conclusion  
Intramyocardial cell administration is invasive, requires a lot of stem cells and did not lead to 
an improved cardiac function in our study. As a result, the benefit/risk ratio of ECFCs 
intramyocardial administration in the RV of CTEPH piglets seems to be inefficient. Thus, this 
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route of administration may not be optimal for RV in PH. The use of endothelial progenitor 
cells is promising but requires improvements of the route of administration. The use of 
biomaterial may be more efficient than intracoronary or intramyocardial ones and should be 
further studied. 
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Figure legends 
Figure 1: (A) Study design. (B) Stitches on RV free wall to mark the localization of 
intramyocardial administration.  
Figure 2: (A) ECFC found in the RV 24h after their intramyocardial administration (anti-
CD31 labelling). (B) Isolated GFP-ECFCs found in the RV 1 weeks after administration (anti-
GFP labelling). GFP-ECFCs were also detected in the right upper lobe (C) and the spleen (D) 
4 weeks after their administration.  
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Figure 3: (A) Cluster of higher capillary density in the RV 4 weeks after ECFC 
administration. (B) CD31 labelling showed a higher capillary density in both CTEPH and 
CTEPH+ECFC groups compared to the Sham group. (C) Red Sirius staining revealed an 
increased fibrosis in the RV of CTEPH piglets compared to the Sham group. Fibrosis is 
decreased in the CTEPH+ECFC group.  
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Administration de progéniteurs 
endothéliaux circulants par patch 
 
L’objectif de cette thèse était d’observer l’effet de l’administration d’ECFC au niveau du VD 
chez un modèle porcin d’HTP. Etant donné que nous avons étudié les voies intracoronaire et 
intracardiaque, nous souhaitions aborder l’administration par patch qui est en plein essor. 
Cependant, nous n’avons pas eu suffisament de temps pour analyser en détail cette voie 
d’administration. Les résultats présentés ci-dessous sont donc préliminaires. Dans la mesure 
où cette thèse s’est concentrée principalement sur les voies intracoronaire et intracardiaque, 
l’étude sur les patchs s’est effectuée en 2 temps et est présentée en ordre chronologique.  
Des patchs composés de polysaccharides (pullulane et dextrane) préparés par l’équipe du 
Dr Letourneur ont été utilisés (Figure 51 A). Les patchs sont poreux (42 µm en moyenne), 
déshydratés et peuvent être de toutes les formes ou tailles souhaitées.  
Dans une première partie de l’étude, les ECFC ont été ensemencés dans les patchs 
en réhydratant ceux-ci avec du milieu contenant les cellules à l’aide d’une pipette. Les ECFC 
s’organisent en amas dans cette structure poreuse (Figure 51 B). Dans un premier temps, 
l’objectif était de déterminer la viabilité des ECFC de sang périphérique porcin dans ces 
patchs. La viabilité a été étudiée 48h après ensemencement par un marquage « live/dead » 
au microscope confocal qui a révélé que les cellules en périphérie des amas sont vivantes, 
tandis que celles au centre sont mortes, probablement à cause du manque d’accès aux 
nutriments et à l’oxygène (Figure 51 C). Un test apoptose/nécrose (annexine 5/iodure de 
propidium) par cytométrie en flux a permis d’avoir une idée plus précise de la proportion de 
cellules mortes dans les patchs. Il indique qu’entre 24h et 48h après ensemencement, le 
pourcentage d’ECFC apoptotiques double presque (de 16,7% à 24h à 29,3% à 48h) (Figure 
51 D). Il semblerait donc qu’un séjour prolongé dans le patch induise une apoptose des 
cellules.  
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Figure 51 : Ensemencement et viabilité des ECFC dans le patch. A : Patch poreux composé de 
polysaccharides. B : Amas d’ECFC dans un patch. C : Marquage « live/dead » des ECFC présents 
dans le patch depuis 48h. Marquage réalisé à l’aide de calcéine AM (25 µg/ml, C3100MP 
Thermofisher) et d’iodure de propidium (1 µg/ml, issu du kit apoptose V13242, Thermofisher). L’image 
a été prise à l’aide du microscope confocal Leica TCS SP5 au grossissement x20. Seules les cellules 
au centre de l’amas sont marquées par l’iodure de propidium et sont donc mortes. D : Analyse de 
l’apoptose par cytométrie en flux à l’aide du marquage annexine 5/iodure de propidium (protocole 
selon le fournisseur du kit V13242, Thermofisher). Les ECFC ayant été cultivés classiquement en 
puits de culture ont servis de contrôles. L’autre condition consiste en des ECFC ensemencés dans un 
patch pendant 24h ou 48h. Après être restés dans le patch pendant 48h, 29,3% des ECFC sont en 
apoptose tandis qu’après 24h, seuls 16,7% des ECFC le sont. 
En se basant sur ces résultats, il a été choisi de poser le patch contenant les ECFC de porc 
sur le VD d’un porc sain pendant 48h avec pour objectif premier de voir si les cellules allaient 
migrer vers le cœur. Initialement, le but était de faire adhérer le patch sur le VD (Figure 52 A) 
à l’aide de nanoparticules de fer tricarboxylé préparées par Teresa Simon-Yarza de l’équipe 
du Dr Letourneur. Il avait déjà été démontré que ces nanoparticules permettaient l’adhésion 
de ce type de patch pendant au moins 3 jours sur le cœur battant d’un modèle murin 
d’infarctus du myocarde (Meddahi-Pellé et al. 2014). Malgré tout, même avec l’expertise de 
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cette équipe, l’application n’a pas été un succès. Les patchs posés se sont tous rétractés au 
contact du liquide péricardique et n’ont donc pas adhérés au cœur (Figure 52 B). L’étude a 
été poursuivie sur un autre porc sain en utilisant une autre méthode permettant l’adhésion du 
patch au cœur : l’application d’une éponge hémostatique, le Tachosil® (composé de 
collagène, thrombine, fibrinogène et albumine) par-dessus le patch. Un patch de 4x4 cm, 
ensemencé avec 13 millions d’ECFC marqués par un colorant fluorescent et resuspendus 
dans du sérum physiologique contenant 2% de sérum de porc, a été posé sur le cœur puis 
recouvert de Tachosil® (Figure 52 C). Le porc a été sacrifié 48h après et des biopsies de VD 
ayant été en contact avec le patch ont été congelées pour des études histologiques (Figure 
52 D). Il s’avère que toutes les cellules n’ont pas incorporé le colorant fluorescent car il est 
possible d’observer des noyaux sans marquage cellulaire alentour (Figure 52 E). Il 
semblerait que les ECFC n’aient pas migré vers le cœur car les quelques cellules marquées 
ont été retrouvées uniquement dans le patch (Figure 52 F). Pour poursuivre l’étude, il a été 
proposé d’augmenter la densité des ECFC dans le patch.  
 
 
 
 
Figure 52 : Pose d’un patch ensemencé avec des ECFC sur le VD. A : Patchs de 7 mm  de diamètre 
apposés sur le VD d’un porc sain à l’aide de nanoparticules de fer tricarboxylé. B : Photo de patch 
avant hydratation (patch initial), d’un patch hydraté et d’un patch ayant été hydraté et apposé sur le 
VD à l’aide de nanoparticules mais qui n’a pas adhéré et qui a été récupéré. Ce dernier s’est 
considérablement rétracté par rapport au patch hydraté (image fournie par Dr Letourneur). C : Cœur 
 184 
 
de porc sain explanté 48h après la pose du patch qui est situé sous le Tachosil®. D : Biopsie de VD, 
coupe transverse permettant d’observer le tissue myocardique, le patch et le Tachosil®. E : Coupe 
représentant le patch posé sur le VD (grossissement x25). Le tissu du VD est facilement repérable par 
la forte densité de noyaux marqués au Dapi. On retrouve des ECFC dans le patch mais ils ne sont pas 
marqués alors qu’avant d’être ensemencés, les ECFC avaient été marqués par la Carboxyfluorescein 
succinimidyl ester (CFSE, 0,5 µM, Vybrant CFDA SE Cell Tracer Kit V12883 Thermofisher).  F : Image 
d’ECFC retrouvés dans le patch 48h après qu’il ait été apposé sur le VD d’un porc sain 
(grossissement x63). Les flèches blanches indiquent la présence d’ECFC-CFSE dans le patch. 
Images prise à l’aide du microscope à fluorescence Leica DMR. 
Ceci nous amène à la seconde partie de l’étude où une méthode optimisée 
d’ensemencement a été employée. Brièvement, les patchs sont mis dans une seringue de 
20 ml puis les cellules en suspension sont ajoutées. La seringue est obstruée et à l’aide de 
mouvements avec le piston, par un mécanisme de vide d’air, tout le milieu contenant les 
cellules va être absorbé par les patchs. Il y a ainsi moins de perte cellulaire et une répartition 
plus homogène du milieu contenant les cellules dans le patch. Les cellules s’organisent 
toujours en amas dans les patchs de polysaccharides (Figure 53 A et B). La viabilité des 
cellules a de nouveau été établie par marquage « live/dead » et annexine 5/iodure de 
propidium comme précédemment. Les cellules au cœur des amas sont aussi retrouvées 
mortes tandis que celles en périphérie sont vivantes (Figure 53 C). Un test apoptose/nécrose 
(annexine 5/iodure de propidium) par cytométrie en flux a révélé que, 24h après 
ensemencement, le pourcentage d’ECFC apoptotiques est de 22,1% (Figure 53 D). Malgré 
tout, comme dans la première partie de l’étude la pose du patch pendant 48h n’avait pas été 
concluante quant à la migration des cellules, nous avons décidé dans cette seconde partie 
de laisser le patch posé pendant 7 jours. 
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Figure 53 : Nouvelle méthode d’ensemencement des ECFC dans le patch et survie des cellules. A : 
Amas d’ECFC dans un patch. B : Amas d’ECFC ensemencés dans un patch depuis 48h puis marqués 
phalloïdine (Phalloidin-TRITC 25 µg/ml, P1951 Sigma) pour mettre en évidence l’actine et au Dapi (1 : 
10000) pour révéler les noyaux. C : Marquage « live/dead » des ECFC présents dans le patch depuis 
48h. Marquage réalisé à l’aide de calcéine AM (25 µg/ml, C3100MP Thermofisher) et d’iodure de 
propidium (1 µg/ml, issu du kit apoptose V13242, Thermofisher). L’image a été prise à l’aide du 
microscope confocal Leica TCS SP5 au grossissement x60. Seules les cellules au centre de l’amas 
sont marquées par l’iodure de propidium et sont donc mortes. D : Analyse de l’apoptose par 
cytométrie en flux à l’aide du marquage annexine 5 / iodure de propidium (protocole selon le 
fournisseur du kit V13242, Thermofisher). Les ECFC ayant été cultivées classiquement en puits de 
culture ont servis de contrôles. L’autre condition consiste en des ECFC ensemencées dans un patch 
pendant 48h. Après être restés dans le patch pendant 48h, 22,1% des ECFC sont en apoptose. 
Dans cette seconde partie, nous souhaitions optimiser l’utilisation d’un porc modèle pour 
l’HTP et donc répondre à plusieurs objectifs sur une seule expérience. Des patchs de 
différentes tailles ensemencés avec des ECFC exprimant la GFP ou non ont été apposés sur 
le VD d’un porc HPPE pendant 7 jours. Le tableau suivant indique les objectifs fixés ainsi 
que les expériences mises en place pour y répondre.  
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Objectifs Méthodes 
1- Observer si les ECFC ensemencés 
dans un patch migrent vers le VD 
dysfonctionnel 
Pose patch (4 x 3 x 3 cm) avec 17.106 ECFC 
GFP  
Après 7 jours :  
- récupération du patch pour rechercher 
les ECFC au microscope confocal 
- récupération de biopsies de VD sous le 
patch pour rechercher l’expression de la 
GFP sur coupe histologique, en ARN et 
en protéine 
2- Observer si les ECFC ensemencés 
dans un patch ont un effet sur le VD 
dysfonctionnel 
Pose patch (2 x 2 x 3 cm) avec 7,5.106 ECFC  
Après 7 jours :  
- récupération du patch pour regarder si 
les ECFC présents expriment toujours 
leurs marqueurs caractéristiques 
- récupérer biopsies VD sous le patch 
pour étudier la densité capillaire, la 
surface des cardiomyocytes…  
3- Observer si les ECFC ensemencés 
dans un patch  sont toujours vivants 7 
jours après que le patch ait été déposé 
Pose patch (10 mm Ø) avec 5.105 ECFC  
Après 7 jours :  
- récupération du patch pour faire un 
marquage « live/dead » à analyser au 
microscope confocal 
Pour tenter de répondre à tous ces objectifs, nous avons donc posé les patchs tels que sur 
la figure suivante (Figure 54).  
  
  
 
 
 
 
 
 
Figure 54 : Schéma représentant la disposition des patchs sur le VD d’un porc modèle pour l’HTP. Les 
ECFC ont été resuspendus dans du sérum physiologique contenant 2% de sérum de porc avant d’être 
ensemencés dans le patch à l’aide d’une seringue comme décrit ci-dessus. Une partie des ECFC a 
été transduite avec des lentivirus (217LPP-EGFP-LV156-025-C Tebu-bio), ce qui a permis l’intégration 
de la GFP au génome des cellules. L’expression de la GFP a été vérifiée par cytométrie en flux avant 
administration. Les extrémités des patchs ont été recouvertes de VerisetTM, un patch hémostatique 
permettant de maintenir les patchs de polysaccharides contenant les ECFC posés sur le VD. 
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Cependant, après 7 jours, les patchs n’étaient plus visibles et le VerisetTM à peine 
distinguable (Figure 55 A). Il n’a donc pas été possible de récupérer les patchs pour étudier 
les ECFC présents et leur survie (objectifs 2 et 3). Seules des biopsies de VD aux endroits 
présumés où les patchs étaient présents ont été collectées (Figure 55 B). Des coupes 
histologiques de VD ont révélé la formation d’un tissu inflammatoire en réaction au patch 
(Figure 55 D). Il est possible que cette réaction inflammatoire ait induit la résorption du patch, 
étant donné qu’on y retrouve des cellules et des capillaires (Figure 55 C). Il a été démontré 
que ces patchs sont biodégradables lorsqu’ils sont implantés sur un myocarde infarci (Le 
Visage et al. 2012). Il est donc fort probable que, dans notre cas, nous observons le début 
de la dégradation du patch par les lymphocytes T. Le début de cette dégradation permet aux 
cellules présentes dans le patch d’être incorporées dans le tissu cardiaque. Cependant, nous 
sommes à un temps trop précoce pour faire cette observation. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 188 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 55 : Pose d’un patch ensemencé avec des ECFC sur le VD d’un porc pendant 7 jours. A : 
Cœur explanté 7 jours après la pose du patch. B : Coupe immunohistologique de VD et de patch, 
marquage CD31 (CD31 clone 1A10, 1:100, Diagomics, Blagnac, France). C : Coupe 
immunohistologique du patch, marquage CD31. Cette photo révèle la présence de vaisseaux et 
d’ECFC dans le patch. D : Coupe immunohistologique de VD et de patch, marquage de l’infiltrat 
inflammatoire (CD3). Des cellules inflammatoires sont présentes dans le patch, dans le tissu qui l’a 
recouvert et dans le tissu à son contact. Tous les marquages ont été réalisés à l’aide du kit ultraView 
Universal DAB Detection Kit (Ventana, California USA) et de l’automate Benchmark GX (Roche, 
Boulogne-Billancourt, France). Toutes les photos ont été prises par le logiciel NIS-Element, Nikon. 
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Cette étude préliminaire a débuté par la pose d’un patch ensemencé avec des ECFC sur le 
VD d’un porc sain afin d’en étudier la faisabilité. A la vue des résultats peu concluants de 
cette première expérience il a été décidé (1) d’améliorer le marquage des ECFC, (2) 
d’augmenter la densité des ECFC dans le patch, (3) de laisser le patch plus longtemps au 
contact du tissu cardiaque (7 jours) et (4) de réaliser cette nouvelle expérience sur un porc 
HPPE. Cette seconde expérience n’a pas permis de démontrer la migration des ECFC vers 
le VD. De plus, avec cette seule expérience, nous ne pouvons pas conclure quant à un 
éventuel effet des ECFC sur le VD (augmentation de la densité capillaire, diminution de 
l’hypertrophie…). Les administrations par biomatériaux étant en plein essor, cette recherche 
nécessite donc d’être approfondie.  
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Discussion  
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L’objectif de cette thèse était d’étudier l’effet de l’administration d’ECFC dans le VD d’un 
modèle porcin d’HPPE. Plusieurs voies d’administration ont été expérimentées, et la voie 
intracoronaire droite a donné les résultats les plus probants. En effet, une amélioration de 
l’hémodynamique cardiaque, une augmentation de la densité capillaire et une diminution de 
l’hypertrophie des cardiomyocytes ont été observées. L’injection intracardiaque n’a pas 
révélé de modification de l’hémodynamique cardiaque ni de la densité capillaire ou de 
l’hypertrophie. Cette dernière voie d’administration, plus localisée, n’aurait pas le même effet 
que la perfusion globale dans le VD par voie intracoronaire. Enfin l’administration des ECFC 
par patch a été initiée mais les expériences effectuées n’ont pas été suffisantes pour 
permettre d’évaluer l’éventuel effet des cellules. L’étude préliminaire in vitro de la culture de 
cardiomyocytes avec du milieu conditionné d’ECFCsemble montrer que la concentration de 
sérum à laquelle sont cultivés les ECFC pour la production du milieu conditionné, joue un 
rôle sur l’hypertrophie des cardiomyocytes.  
Suite à ces travaux de thèse, plusieurs points de discussion ont été soulevés. Il a été choisi 
d’organiser la discussion en différentes parties, chacune proposant une nouvelle hypothèse 
de travail pour améliorer ou poursuivre l’étude.  
I. Utiliser un modèle porcin présentant une dysfonction 
cardiaque droite avec diminution de la densité capillaire  
Chez le modèle porcin exploité ici, contrairement à ce qui a été démontré dans la littérature 
avec d’autres modèles animaux d’HTP,  il n’y a pas de diminution de la densité capillaire du 
VD. Cette absence de baisse de la densité capillaire rend moins pertinente l’utilisation 
d’ECFC. En effet, les ECFC exercent leur activité d’angiogenèse principalement en condition 
d’ischémie du tissu. Etant donné que ce n’est pas le cas dans cette étude, il est possible que 
l’effet pro angiogénique des ECFC ne soit pas assez puissant pour qu’il induise un effet 
important sur la densité capillaire. L’absence de diminution de densité capillaire constitue la 
principale limite du modèle porcin d’HPPE utilisé ici. 
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Noly et al., qui ont étudié le même modèle porcin d’HPPE 14 semaines après l’établissement 
de la pathologie, ont observé une diminution de la densité capillaire, notamment par rapport 
au travail demandé au VD (Noly et al. 2017). A la vue de nos données et de celles de Noly et 
al., il semblerait que, 4 semaines après l’établissement de la pathologie, le VD soit adapté 
car l’angiogenèse parait augmentée (cf notre étude). Au contraire, 14 semaines après, il est 
désadapté car il y a une raréfaction capillaire (cf étude de Noly et al.). Cependant, l’état de 
l’angiogenèse à lui seul ne permet pas de définir le VD comme adapté ou désadapté, 
d’autres critères sont requis (voir Tableau 3). Afin d’obtenir un modèle d’HTP qui reproduise 
la diminution de la densité capillaire du VD, nous pourrions reproduire les expériences avec 
des animaux utilisés plus tardivement après l’instauration de la pathologie, par exemple à 14 
semaines comme dans l’étude de Noly et al.. Au sein de notre laboratoire, l’induction d’une 
défaillance cardiaque droite aigue suite à la mise en place du modèle porcin d’HPPE a 
permis d’observer des lésions focales ischémiques dans le VD (Boulate et al. 2017). 
L’utilisation de ce modèle modifié pourrait consituer une alternative pour étudier l’effet des 
EFCF sur la densité capillaire du VD en HTP. Néanmoins, il s’agit ici d’un modèle de 
dysfonction cardiaque aigue, ce qui est différent de la dysfonction cardiaque droite observée 
chez les patients HTP, fréquemment chronique. D’autres modèles gros animaux d’HTP 
pourraient aussi être utilisés, comme le modèle de ligature de la veine pulmonaire (Aguero et 
al. 2014) (Pereda et al. 2014) qui entraine une HTP post-capillaire. Cependant, la densité 
capillaire n’a pas été évaluée dans ce modèle. 
Dernièrement, Graham et al. remettent en cause le rôle clé de l’ischémie dans la dysfonction 
du VD en HTP. A l’aide d’une méthode de stéréologie, qui donne des informations 
quantitatives sur un tissu en 3D à partir de mesures réalisées sur du 2D, ils ont montré une 
corrélation entre l’augmentation du volume du VD et la longueur de ses vaisseaux dans un 
modèle de rat SuHx. Selon leurs résultats, il n’y aurait donc pas de raréfaction capillaire, 
comme décrit précédemment dans la littérature à l’aide d’immunomarquages, mais plutôt 
une prolifération des vaisseaux qui s’effectuerait en parallèle de l’augmentation du volume 
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du VD. Ils en concluent que le changement de métabolisme affecterait le VD en HTP plutôt 
que la raréfaction capillaire (Graham et al. 2018). Ce procédé a aussi été appliqué au VD de 
patients HTP et une corrélation entre la longueur vasculaire totale du VD et son volume a 
aussi été observée (Graham et al. 2017). Il y aurait donc une angiogenèse compensatrice 
dans le VD en HTP. Cependant, cette étude nécessite d’être reproduite car elle a pu être 
réalisée uniquement sur le VD de quatre patients. Ces résultats soulèvent tout de même des 
questions sur l’utilisation de nouvelles techniques, plus randomisées et moins biaisées que 
le classique immunomarquage, pour déterminer la densité capillaire et en déduire 
l’angiogenèse. Cette technique de stéréologie nécessiterait d’être appliquée à différents 
modèles animaux d’HTP et au modèle porcin d’HPPE utilisé dans cette thèse pour observer 
si les résultats sont reproductibles. Il est fort probable que dans notre modèle il existe aussi 
une relation entre la longueur des vaisseaux et l’hypertrophie du VD car avec la technique 
d’immunomarquage une augmentation de la densité capillaire est déjà constatée. 
Malheureusement, le volume global du VD n’a pu être estimé faute de donnée.  
En définitive, la dysfonction cardiaque droite en HTP ne se résumant pas uniquement à 
l’ischémie, il serait intéressant de caractériser le VD des modèles animaux d’un point de vue 
métabolisme, inflammation, fibrose… et d’étudier l’effet des ECFC non pas uniquement sur 
la densité capillaire comme proposé ici, mais aussi sur d’autres mécanismes perturbés dans 
le VD en HTP. 
II. Etudier l’effet d’un autre timing d’administration des cellules 
Dans cette étude, quelle que soit la voie d’administration, les ECFC ont été délivrés une fois 
le modèle d’HPPE établi et stable. Il aurait pu être intéressant d’étudier l’effet de 
l’administration d’ECFC avant et pendant le développement de la pathologie. Ceci aurait 
peut-être entrainé un retard dans l’apparition des symptômes. Malheureusement, ce type de 
protocole semble difficilement applicable en clinique. Ici, le fait que les ECFC aient été 
administrés une fois la pathologie bien établie se rapproche de la réalité car l’HTP est 
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souvent diagnostiquée à un stade avancé et l’administration d’une thérapie cellulaire serait 
donc tardive par rapport à l’histoire de la maladie. Cependant, il serait peut être judicieux de 
réaliser plusieurs administrations, à intervalles de temps réguliers, une fois la maladie 
installée. En effet, il est fort probable que l’effet des cellules administrées soit transitoire et 
donc que des administrations régulières permettent de maintenir cet effet bénéfique (Tokita 
et al. 2016). Ceci est possible lors d’étude pré-clinique, mais il faut toujours garder en tête la 
faisabilité clinique : anesthésier régulièrement le patient pour lui administrer les cellules 
pourrait être compliqué à mettre en place. Une alternative à la délivrance régulière de 
cellules par voie invasive pourrait être l’utilisation d’un biomatériau permettant la prolifération 
cellulaire. Ainsi, les cellules seraient en mesure de libérer continuellement des facteurs 
favorisant le remodelage du tissu lésé.  
III. Etudier plus en détail la voie d’administrations par patch pour 
améliorer la rétention cellulaire 
Au cours de cette thèse, la voie d’administration par patch des ECFC n’a pas été 
approfondie, seule une étude préliminaire de faisabilité a pu être menée. Les expériences in 
vitro ont permis de montrer que les ECFC issus de sang périphérique de porc survivent et 
s’organisent en amas dans les patchs de polysaccharides fournis par Dr Letourneur. Cette 
démonstration avait déjà été effectuée pour les ECFC issus de sang de cordon (Lavergne et 
al. 2012). Les poses de patchs contenant les ECFC pendant 48h (porc sain) et une semaine 
(porc HPPE) n’ont pas démontré de migration des cellules vers le myocarde, et le nombre de 
porc (n=1) était trop faible pour déterminer si elles ont eu un effet sur le remodelage et 
l’hémodynamique du VD. Cette recherche nécessite donc d’être poursuivie. Il serait 
intéressant de la mener de la même manière que les études d’administration par voie 
intracoronaire et intracardiaque afin de pouvoir les comparer. De plus, les administrations 
intracoronaire et intracardiaque ayant indiqué le passage des ECFC par le VD mais pas leur 
rétention à long terme dans cet organe, l’administration par patch pourrait favoriser 
grandement la rétention cellulaire. L’injection intracoronaire de cellules CD34+ marquées au 
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2-[18F]-fluoro-2-deoxy-D-glucose (18F-FDG) à des patients ayant subi un infarctus du 
myocarde a révélé que seules 14% à 39% ont été retrouvées dans le myocarde, environ 1h 
après l’administration. Bien que ceci ait été réalisé chez seulement trois patients, ce résultat 
donne tout de même une idée de la rétention cellulaire dans le myocarde après une 
administration intracoronaire (Hofmann et al. 2005). Cette étude souligne l’importance de 
l’utilisation d’un procédé permettant une meilleure rétention des cellules administrées.  
Dans cette étude, nous avons opté pour l’utilisation de patch de polysaccharides. 
Cependant, ce ne sont pas les seuls à être biocompatibles et à permettre la survie des 
ECFC. Un autre groupe a étudié l’administration de PEC, dans un modèle de rat d’infarctus 
du myocarde, via un hydrogel et a rapporté une meilleure vasculogènése et prise de greffe 
des PEC en bordure de la zone infarcie en comparaison à l’injection intramyocardique (Atluri 
et al. 2014) (Gaffey et al. 2015).  
IV. Utiliser d’autres méthodes pour suivre le devenir des ECFC 
après administration 
Les EFCF ayant été retrouvés dans les poumons et la rate quatre semaines après leur 
administration intracoronaire et dans la rate après les injections intramyocardiques, nous 
aurions aimé suivre leur parcours de plus près pour savoir combien de temps ils ont séjourné 
dans le VD.  
L’administration de cellules autologues a l’avantage de ne pas engendrer de réaction 
immunitaire mais elle rend plus difficile la détection des cellules administrées. En effet, au 
sein de la même espèce, l’administration de cellules issues d’un mâle à une femelle permet 
leur détection à l’aide d’anticorps spécifiques. Il en est de même pour l’administration inter 
espèce. Ici, afin d’identifier les cellules administrées, elles ont été transduites au préalable 
par des lentivirus afin qu’elles expriment la GFP. Ce marquage a permis de les localiser 
dans le VD 4h et 24h après leur administration par voie intracoronaire mais pas 4 semaines 
après. Dans le cas de l’administration intracardiaque, les cellules ont aussi été retrouvées 
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24h après leur administration à l’aide d’un marquage CD31 et une semaine après leur 
administration à l’aide d’un marquage GFP. En revanche les ECFC n’ont pas été retrouvés 
au-delà d’une semaine dans le VD.  
Comme observé dans de nombreuses études, les cellules injectées au niveau du cœur se 
sont déplacées vers les poumons pour finir dans la rate (X. Zhao, Wu, et Huang 2010). Il 
aurait été intéressant de suivre leur devenir en temps réel afin de savoir à quel timing les 
ECFC se sont déplacés du cœur vers ces autres organes. Comme déjà mentionné ci-
dessus, seuls 14% à 39% des cellules sont retrouvées dans le VD environ 1h après leur 
injection intracoronaire (Hofmann et al. 2005). De plus, la comparaison de la transplantation 
intracoronaire et intramyocardique de cellules CD34+ indique une meilleure rétention 
cellulaire dans le groupe intramyocardique (19.2 ± 4.8% vs. 4.4 ± 1.2%) après 18h (Vrtovec 
et al. 2013). 
Dans un premier temps, nous avions pensé marquer les ECFC avec des nanoparticules de 
fer (SPIO : superparamagnetic iron oxyde) afin de suivre leur devenir de manière 
hebdomadaire à l’aide d’un IRM. Le suivi par IRM de l’administration intracoronaire de CSM-
SPIO a déjà été réalisé chez le porc (Yang et al. 2011) (Huang et al. 2015). Cette technique 
permet un marquage relativement facile et la localisation des cellules après l’administration 
mais aussi à des temps tardifs. En revanche, l’observation d’un signal à ces temps avancés 
peut correspondre à des faux positifs car des SPIO peuvent être phagocytés par les 
macrophages. Malheureusement, nous n’avons pas au laboratoire la possibilité d’effectuer 
de telles expériences. Pour suivre le devenir des ECFC, nous aurions pu réaliser plusieurs 
administrations avec, à chaque temps, l’injection d’ECFC exprimant une protéine fluoresçant 
dans une couleur différente (le rouge : mcherry, le jaune : YFP, le vert : GFP, le cyan : 
CFP…). Ainsi, nous aurions pu déterminer le devenir des cellules à chaque timing 
d’administration et savoir dans quels organes/tissus les ECFC se greffent au bout d’une, 2, 3 
et 4 semaines. 
 198 
 
V. Amélioration de la thérapie cellulaire per se   
Au cours de cette thèse, nous nous sommes servis d’ECFC isolés à partir de sang 
périphérique du porc. Ce produit de thérapie cellulaire est relativement simple car les ECFC 
n’ont pas été modifiés (à part la transduction GFP) et ont été administrés seuls.  
Il aurait pu être intéressant d’évaluer l’effet de l’administration d’ECFC issus de sang de 
cordon. En effet, il a été démontré que ces derniers ont de meilleures capacités pro-
angiogéniques que les ECFC issus de sang périphérique adulte (Au et al. 2008). En 
revanche ceci implique une administration hétérologue et donc le rejet immunogène qui peut 
s’ensuivre. Cependant, les ECFC de sang de cordon seraient moins immunogènes que ceux 
issus de sang adulte (Nuzzolo et al. 2014). Ces cellules sont donc attrayantes pour la 
thérapie cellulaire.  
L’administration d’ECFC modifiés dans le but qu’ils sécrètent des vasodilatateurs 
pulmonaires, tels que la prostacycline et l’eNOS, aurait également pu être une piste d’étude. 
En effet, les ECFC ayant aussi été retrouvés dans les poumons suite à leur administration, 
en cas de secrétion de ces vasodilatateurs, ils auraient été en mesure d’agir simultanément 
sur le cœur et sur les poumons. Ces PEC modifiés ont déjà été administrés chez des rats 
MCT par voie intraveineuse et ont induit une diminution de l’hypertrophie du VD et de sa 
pression systolique. Par ailleurs, une diminution de l’épaisseur de la paroi et de la 
prolifération des cellules dans les artères pulmonaires a été constatée (L. Zhou et al. 2013) 
(Y. D. Zhao et al. 2005).   
Il a été démontré que cultiver des PEC en condition hypoxique préalablement à leur 
administration dans un membre ischémié favorise leur survie et leur capacité à induire 
l’angiogenèse (Akita et al. 2003) (Pei Zhou et al. 2017). Réaliser ce même type de pré-
conditionnement par hypoxie avant leur administration dans le VD pourrait décupler les effets 
des PEC.  
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Les microvésicules de PEC ayant révélé leur capacité à diminuer l’hypertrophie des 
cardiomyocytes in vitro (Gu et al. 2014) et à augmenter l’angiogenèse in vivo (Chen et al. 
2018), il pourrait être intéressant d’étudier l’impact de leur administration dans notre modèle 
porcin d’HPPE. Ceci permettrait de s’affranchir de la présence de cellules. Dans notre étude, 
l’effet observé semble être dû à la sécrétion de facteurs paracrines, il est donc probable que 
l’administration des microvésicules de PEC seules aurait eu la même action, bien que ceci 
reste à démontrer.  
Enfin, il a été mis en évidence que la co-injection de PEC et de CSM a permis la formation 
d'un réseau vasculaire plus développé (Melero-Martin et al. 2008) et une amélioration plus 
importante de la fonction cardiaque (K. Sun et al. 2016) qu'avec les CSM ou les PEC seuls. 
Par conséquent, il peut être intéressant d'administrer les PEC en combinaison avec les CSM 
dans un modèle d’HTP afin de constater si les effets observés sont décuplés.  
VI. Poursuivre la culture in vitro cardiomyocytes / ECFC 
Suite à l’injection intracoronaire d’ECFC, nous avions observé une diminution de 
l’hypertrophie des cardiomyocytes et, comme les ECFC n’ont pas été retrouvés dans le VD 4 
semaines plus tard, nous en avions conclu à un effet paracrine. Nous avons donc émis 
l’hypothèse que la réversion de l’hypertrophie observée in vivo suite à l’administration 
d’ECFC passait par l’action paracrine de ces cellules. C’est pourquoi, dans l’objectif de 
réaliser une étude préliminaire, notre choix s’est porté sur la culture de cardiomyocytes seuls 
avec du milieu conditionné d’ECFC plutôt que sur la co-culture ECFC/cardiomyocytes. Nous 
avons observé que l’application de milieu conditionné d’ECFC ne permet pas de réverser 
l’hypertrophie des cardiomyocytes dérivés d’iPS in vitro dans les conditions étudiées ici. 
Ainsi, suite à cette expérience de culture très préliminaire, il semblerait que notre hypothèse 
soit invalidée. Il est certain que l’expérience in vitro ne reproduit pas l’ensemble des 
conditions présentes in vivo dans le VD défaillant (ischémie, altération du métabolisme, 
fibrose, inflammation…). Ceci pourrait expliquer pourquoi les facteurs sécrétés par les ECFC 
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n’ont pas le même effet in vitro qu’in vivo. Cependant, nous avions fait en sorte d’induire 
l’hypertrophie des cardiomyocytes par la voie de l’endothéline-1, dont l’expression est 
retrouvée augmentée dans le VD de patients et de rats atteints d’HTP (Nagendran et al. 
2013), laissant penser que l’hypertrophie du VD en HTP est liée à la régulation à la hausse 
de cette protéine.  
A ma connaissance, seules trois études ont évalué l’effet du milieu conditionné de PEC sur 
les cardiomyocytes. La première a incubé des cardiomyocytes de rats néonataux pendant 
48h avec du milieu conditionné de PEC humains ce qui a conduit à une augmentation de la 
surface des cardiomyocytes. Il est à noter que dans cette expérience les cardiomyocytes 
n’avaient pas été hypertrophiés au préalable. Cette étude reproduit donc moins bien ce qui 
est observé in vivo lors d’une dysfonction cardiaque. L’ajout d’anticorps neutralisants TGFβ1 
dans le milieu conditionné a montré une diminution de l’hypertrophie des cardiomyocytes 
(Doyle et al. 2008). Leurs résultats suggèrent que les PEC induisent l’hypertrophie des 
cardiomyocytes principalement via la sécrétion de TGFβ1. Cette étude a obtenu des 
résultats similaires aux nôtres.  
 Hynes et al. quant à eux, ont administré du milieu conditionné de PEC par voie 
intracoronaire dans le VG d’une modèle porcin d’infarctus du myocarde. La surface des 
cardiomyocytes a été retrouvée augmentée. En revanche, l’administration de milieu 
conditionné de PEC contenant un anticorps neutralisant IGF1 a entrainé une diminution de 
cette hypertrophie (Hynes et al. 2013). D’après ces résultats, il semblerait que l’effet pro-
hypertrophique des PEC passe par l’action d’IGF1. Dans cette étude, Hynes et al. observent 
une augmentation de l’hypertrophie du VG suite à l’administration intracoronaire de PEC 
contrairement à ce que nous avions observé dans le VD de porcs HPPE (Loisel, Provost, 
Guihaire, et al. 2018). Cependant, il parait difficile de comparer des résultats obtenus sur le 
VG d’un modèle d’infarctus du myocarde à ceux du VD d’un modèle d’HTP. En effet, les 
mécanismes impliqués dans ces deux pathologies sont différents. 
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L’étude de Gu et al., a induit l’hypertrophie d’une lignée de cardiomyocytes (H9c2) à l’aide 
d’angiotensine 2 et évalué l’effet des microvésicules sécrétés par les PEC sur cette 
hypertrophie (Gu et al. 2014). L’ajout des microvésicules, récupérées par ultracentrifugation 
du milieu conditionné, permet d’augmenter la survie et de diminuer la surface des 
cardiomyocytes. D’après leurs résultats, cette action est possible grâce à la présence des 
ARN que les microvésicules transportent. Cette étude suggère que les PEC ont la capacité 
de réverser le remodelage des cardiomyocytes. Dans notre étude, nous avons utilisé du 
sérum sans microvésicules afin d’évaluer spécifiquement l’effet des microvésicules produites 
par les ECFC. Cependant, nous n’avons pas étudié exclusivement le rôle des microvésicules 
des PEC comme Gu et al., or il est probable que ce soient ces facteurs qui jouent le rôle 
principal dans la réversion de l’hypertrophie. Ces dernières années, des recherches sur les 
microvésicules ont démontré leur rôle dans de nombreux mécanismes, il serait intéressant 
d’étudier, comme Gu et al., l’effet des microvésicules d’ECFC sur l’hypertrophie des 
cardiomyocytes.  
Une autre hypothèse permettant d’expliquer la différence de résultats entre nos expériences 
in vivo et in vitro est que la réversion de l’hypertrophie observée in vivo ne soit pas le résultat 
d’une action paracrine des ECFC mais d’un contact direct entre ces cellules et les 
cardiomyocytes. Pour vérifier cette nouvelle hypothèse, il serait important de réaliser une co-
culture directe d’ECFC et de cardiomyocytes, avec différents ratios des 2 types cellu laires. 
Pour perfectionner l’expérience, les ECFC pourraient être préalablement mis en condition 
d’hypoxie pour mimer le stress qu’ils subissent lors d’une dysfonction cardiaque.  
Quelques études ont déjà réalisé la co-culture de PEC et de cardiomyocytes mais aucune 
n’a analysé l’effet de cette co-culture sur l’hypertrophie des cardiomyocytes. Les premières 
ont démontré que les PEC cultivés avec des cardiomyocytes étaient capables de se 
transdifférencier en cardiomyocytes (Condorelli et al. 2001) (Badorff et al. 2003) (Koyanagi et 
al. 2005) à l’aide de communication intercellulaire à jonction lacunaire. Avec l’évolution des 
techniques, il s’est avéré qu’il ne s’agissait pas de jonctions entre les cellules mais 
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d’artéfacts et les analyses de transfert de marqueurs fluorescents des cardiomyocytes vers 
les PEC ont montré que les cellules receveuses étaient nécrotiques (Gruh et al. 2006). De 
nombreuses mises au point seront donc requises pour déterminer les conditions de co-
culture optimales étant donné qu’il manque d’exemple dans la littérature. 
Enfin, il est aussi probable que la modification de l’hypertrophie soit une conséquence 
indirecte de l’augmentation de la vascularisation par les ECFC injectées (vascularisation 
induite par voie paracrine ou par contact cellule/cellule). Dans cette hypothèse, la réversion 
de l’hypertrophie serait une réponse indirecte à l’injection des ECFC et liée à la modification 
de la densité capillaire.  
Cependant, il faut garder à l’esprit que l’expérience in vitro réalisée ici est très préliminaire et 
nécessite d’être reproduite afin d’être certain des hypothèses que nous avançons. Nous 
pouvons donc difficilement conclure avec cette seule expérience.  
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Au cours de cette thèse, nous avons démontré la faisabilité de l’administration 
d’ECFC autologues par voies intracoronaire et intracardiaque. D’après les résultats, la voie 
intracoronaire serait la plus efficace car elle permet une amélioration de l’hémodynamique 
cardiaque, une augmentation de la densité capillaire et une diminution de l’hypertrophie des 
cardiomyocytes. Tous ces effets bénéfiques ne sont pas retrouvés lors de l’administration 
intracardiaque. La localisation des cellules en « cluster » dans le tissu cardiaque suite aux 
injections dans le VD pourrait expliquer ces résultats. En effet, l’administration intracoronaire 
a permis une répartition plus diffuse dans le myocarde, or la dysfonction cardiaque droite 
n’est pas localisée à des points précis du VD. Par conséquent, c’est peut être cette 
répartition diffuse des cellules qui a permis leur action dans tout le VD et donc engendré une 
action plus importante. Nous avons supposé que les effets observés suite à l’administration 
de cellules étaient dus à la sécrétion de facteurs paracrines plutôt qu’à leur action directe au 
niveau du tissu myocardique. Pour valider cette hypothèse, nous avons choisi d’effectuer 
une expérience in vitro qui consistait à mettre des cardiomyocytes hypertrophiés en 
présence de milieu conditionné d’ECFC. Les premiers résultats obtenus ne confirment pas 
notre hypothèse. Cependant, ils sont très préliminaires. L’administration des cellules par 
patch a été initiée mais nécessite encore des mises au point. Avec nos données 
préliminaires, nous ne pouvons pas encore conclure quant à l’efficacité de cette voie 
d’administration. Il parait important de souligner que le plan expérimental qui a été suivi avait 
pour objectif une application en clinique ultérieure. Les ECFC seraient isolés à partir du sang 
périphérique du patient au moment du diagnostic de l’HTP et pourraient être administrés au 
cours d’une intervention. Dans cette étude, nous avons choisi d’utiliser une thérapie 
cellulaire pour viser une nouvelle cible : le VD dans le cas de l’HTP. Il s’agit d’un projet 
innovant car, dans le domaine des pathologies cardiaques, les études de thérapies 
cellulaires sont focalisées sur le traitement du VG. Nous avons démontré des effets 
bénéfiques de l’administration d’ECFC dans le VD dans un modèle porcin d’HTP. Ainsi, 
l’utilisation d’une thérapie cellulaire ciblant le VD en HTP est novatrice et semble 
prometteuse. Cependant, les études précliniques présentées ici nécessitent encore d’être 
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optimisées avant d’envisager un passage à la phase clinique. La poursuite de ses 
recherches parait essentielle afin de prolonger la survie des patients atteints d’HTP en 
retardant l’apparition d’une dysfonction cardiaque droite. Suite aux résultats obtenus au 
cours des études menées pendant cette thèse, deux principaux axes de recherche, à mener 
dans un futur proche, se dégagent :  
1/ Optimisation de la voie d’administration : Ces dernières années, l’administration de 
produits de thérapie cellulaire associés via des biomatériaux s’est considérablement 
développée et apparait comme l’avenir de la thérapie cellulaire. En effet, après plusieurs 
études précliniques (Hamdi et al. 2011) et cliniques (Vrtovec et al. 2013) menées sur le VG, 
cette voie d’administration semble être la plus appropriée en termes de bénéfice/risque pour 
le patient. De plus, la plupart des biomatériaux étant modulables à façon, il serait possible de 
les concevoir afin qu’ils apportent des améliorations fonctionnelles à l’ensemble du VD 
remodelé.  
2/ Optimisation du produit de thérapie cellulaire : Il a été montré au sein du 
laboratoire que les ECFC de sang périphérique adulte ont des capacités angiogéniques 
moindres par rapport aux ECFC issus de sang de cordon (Ferratge et al. 2017). De plus, les 
dernières recherches sur les ECFC de sang de cordon les décrivent comme ayant un 
meilleur potentiel angiogénique (Au et al. 2008) et engendrant une réponse immunitaire 
moindre en comparaison aux ECFC de sang adulte (Nuzzolo et al. 2014). Bien que nous 
n’ayons pas observé d’altération des ECFC après la modélisation de la pathologie, certaines 
études ayant analysé l’efficacité des progéniteurs endothéliaux issus de patients HTP 
concluent que leur fonction serait atteinte (Diller et al. 2008) (Junhui et al. 2008b) (Smadja et 
al. 2010). Nos données récentes indiquent que les ECFCs obtenus à partir de sang de 
cordon ombilical, sont beaucoup plus actives que les ECFCs issus de sang périphérique 
adulte, et de plus, elles sont immuno-tolérées (données en cours de publication). Ces 
cellules thérapeutiques allogéniques pourraient donc être préparées à l’avance et stockées, 
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de manière à être immédiatement disponibles pour les patients. Cette voie de thérapie 
cellulaire prometteuse devra bien sûr être soigneusement validée par des tests pré-cliniques. 
Dans un futur proche, il est primordial d’approfondir les recherches afin d’optimiser 
l’utilisation de biomatériaux, composés de matériaux biocompatibles couramment utilisés en 
clinique, associés à des ECFC isolés à partir des sangs de cordons déjà stockés dans les 
banques. La thérapie cellulaire ainsi mise au point pourra alors bénéficier à une large 
proportion des patients atteints d’HTP afin de ralentir la progression de leur insuffisance 
cardiaque droite.  
Dans un deuxième temps, les recherches devront se concentrer sur l’utilisation de 
vésicules extracellulaires (VE), comprenant, entre autres, les exosomes. En effet, 
aujourd’hui, il est de plus en plus reconnu que les cellules souches transplantées ne 
s’intègrent que transitoirement dans le tissu cardiaque même si leurs effets peuvent perdurer 
dans le temps. Par conséquent, l’hypothèse d’une action paracrines des cellules 
administrées a été privilégiée : les cellules greffées sécrèteraient plusieurs facteurs qui 
activeraient les voies de réparation endogènes. Les VE contiennent ces facteurs et ont la 
capacité de les transférer à la cellule avec laquelle ils fusionnent. Elles peuvent ainsi 
moduler en profondeur l’activité des principales voies de signalisation et donc influencer la 
fonction de la cellule. De ce fait, les études s’orientent de plus en plus vers des thérapies 
acellulaires qui consistent en l’administration seule de VE dérivées des cellules d’intérêt (Wu, 
Hu, et Wang 2018). Le processus de production de ces produits biologiques serait alors plus 
proche de celui d'un composé pharmaceutique, ce qui pourrait simplifier les processus de 
fabrication et de réglementation et faciliter ainsi une utilisation clinique étendue (Philippe 
Menasché 2018b) (Philippe Menasché 2016). D’après les premières études sur le sujet il 
semblerait que l’administration de VE dérivées de cellules souches soit plus sûre et plus 
bénéfique que l’administration des cellules souches elles-mêmes (Yuan et al. 2018).  
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Aujourd’hui, il est de plus en plus proposé d’utiliser des thérapies personnalisées, 
notamment dans le cas du cancer avec les immunothérapies. Avec le développement de ce 
type de médecine personnalisée, il est possible qu’un jour chacun puisse avoir à disposition 
des cellules souches-médicaments qui cibleraient de manière spécifique les différentes 
pathologies contractées au cours de la vie. Actuellement, même si les avancées 
technologiques ne permettent pas aux thérapies cellulaires de dépasser le stade des essais 
cliniques, des banques de sang de cordon et d’iPs se mettent en place, avec l’espoir qu’un 
jour, elles permettent de produire à façon et à la demande des cellules pour traiter différents 
types de pathologies. Il faut savoir qu’à l’heure actuelle, il n’est pas possible de conserver le 
sang de cordon et d’en extraire les cellules progénitrices pour de les utiliser à des fins 
autologues. Concernant l’utilisation de cellules dérivées d’iPS, un seul essai clinique avec 
des iPS autologues a été initié mais a dû être arrêté car des aberrations génétiques ont été 
identifiées. L’essai a maintenant repris avec des iPS allogéniques (Mandai, Kurimoto, et 
Takahashi 2017). Les investigateurs de cette étude sont en train de mettre en place une 
banque d’iPS allogéniques et l’idée est de pouvoir un jour se servir de cette banque comme 
d’une pharmacie. L’inconvénient majeur de l’utilisation de cellules allogéniques en thérapies 
est leur élimination par le système immunitaire du patient receveur. Le risque de ce rejet 
immunitaire pourrait toutefois être atténué par la création de lignées cellulaires homozygotes 
pour les phénotypes HLA (Human Leukocyte Antigen) courants ce qui permettrait 
d’administrer uniquement les iPS dont la signature immunitaire correspondrait à celle du 
patient. De cette manière, le nombre de receveurs potentiels pourrait être augmenté. 
La perspective de ce projet est de développer une thérapie cellulaire afin de soutenir 
le VD défaillant chez des patients atteints d’HTP et ainsi prolonger leur durée de vie. 
Néanmoins, il faut garder à l’esprit que des cellules peuvent avoir un effet bénéfique sur le 
VD mais délétère sur l’arbre vasculaire pulmonaire. De plus, traiter le VD n’est pas pertinent 
si le système circulatoire est toujours pathologique. Il convient donc d’associer cette thérapie 
à des traitements ciblant le système vasculaire pulmonaire afin d’améliorer significativement 
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la survie des patients. Il peut aussi être approprié d’appliquer une thérapie qui cible à la fois 
le VD et la circulation pulmonaire (Stenmark et Graham 2018).  
Pour conclure, l’administration d’ECFC parait être une thérapie prometteuse pour 
soutenir la fonction du VD en HTP. J’espère que ce travail de thèse lancera le 
développement de nouvelles thérapies cellulaires ayant pour objectif de palier à la 
dysfonction du VD dans cette pathologie rare et grave qu’est l’HTP.   
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Annexe 1 : Revue « Stem cell therapy targeting the right 
ventricle in pulmonary arterial hypertension : is it a 
potential avenue of therapy? » Loisel et al. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 212 
 
 
 
  
 213 
 
  
 214 
 
 
  
 215 
 
 
  
 216 
 
 
  
 217 
 
 
  
 218 
 
 
  
 219 
 
 
  
 220 
 
 
  
 221 
 
 
  
 222 
 
 
  
 223 
 
 
  
 224 
 
 
  
 225 
 
 
  
 226 
 
 
  
 227 
 
  
 228 
 
 
 
  
 229 
 
Annexe 2 : Poster présenté lors du congrès « 3rd European 
Spring School on Venous Thromboembolism » 2017 
  
 230 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 231 
 
Annexe 3 : Poster présenté lors du congrès « International 
Vascular Biology Meeting » 2018 
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Annexe 4 : « Article Soft thermoplastic elastomer for easy 
and rapid spin-coating fabrication of microfluidic devices 
with high hydrophilization and bonding performances »  
3ème auteur, dans le cadre de la participation au RHU-
BioArt Lung 2020.  
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Titre : Potentiel thérapeutique des progéniteurs endothéliaux dans le traitement de la 
défaillance ventriculaire droite secondaire à l’hypertension artérielle pulmonaire 
Mots clés : Hypertension pulmonaire, dysfonction du ventricule droit, thérapie cellulaire, 
cellules endothéliales progénitrices  
Résumé : L’hypertension pulmonaire est une 
pathologie rare et grave résultant d’une 
obstruction des artères pulmonaires et 
provoquant une dysfonction cardiaque droite, 
caractérisée par une ischémie. C’est cette 
dysfonction cardiaque qui conditionne la 
survie des patients.  
L’objectif de ce travail de thèse était de 
mettre au point une thérapie cellulaire 
permettant de soutenir le ventricule droit et 
ainsi de prolonger la survie des patients. 
Une thérapie cellulaire à base de cellules 
endothéliales progénitrices, capables 
d’induire et de participer à l’angiogénèse, a 
été administrée par voie intracoronaire, 
intracardiaque et par l’intermédiaire d’un 
patch chez un modèle porcin d’hypertension 
pulmonaire.  
 
Nous avons mis en évidence une 
amélioration de la fonction cardiaque droite, 
une augmentation de la densité capillaire et 
une diminution de l’hypertrophie suite à 
l’administration intracoronaire. En revanche, 
les injections de cellules dans le ventricule 
droit ont révélé une augmentation de la 
densité capillaire de manière localisée mais 
n’ont pas permis d’améliorer la fonction 
cardiaque. Enfin, l’administration par patch 
n’a pas permis la migration cellulaire dans le 
ventricule droit. En conclusion, l’injection 
intracoronaire donne des résultats pré-
cliniques encourageants en améliorant la 
fonction du ventricule droit chez un modèle 
animal d’hypertension pulmonaire. Ces 
résultats sont à confirmer sur d’autres 
modèles et sont à compléter par des études 
mécanistiques approfondies. 
 
 
Title : Therapeutical potential of endothelial progenitor cells to treat right ventricular failure 
secondary to pulmonary arterial hypertension 
Keywords : Pulmonary hypertension, right ventricular failure, cell therapy, endothelial 
progenitor cells 
Summary: Pulmonary hypertension is a rare 
and serious condition resulting from the 
obstruction of the pulmonary arteries and 
causing right ventricular dysfunction, 
characterized by ischemia. This cardiac 
dysfunction conditions the survival of 
patients. 
The goal of this thesis work was to develop a 
cell therapy to support the right ventricle and 
thus prolong the survival of patients. 
Cell therapy with endothelial progenitor cells, 
capable of inducing and participating in 
angiogenesis, has been administered 
intracoronally, intracardiacally and via a 
patch in a porcine model of pulmonary 
hypertension. 
We found improvement in right heart 
function, increased capillary density, and 
decreased hypertrophy following 
intracoronary administration. In contrast, 
injections of cells into the right ventricle 
revealed a local increase in capillary density 
but failed to improve cardiac function. Finally, 
patch administration did not allow cell 
migration into the right ventricle. In 
conclusion, intracoronary injection gives 
encouraging preclinical results by improving 
the right ventricle function in an animal model 
of pulmonary hypertension. These results are 
to be confirmed on other models and need to 
be completed by detailed mechanistic 
studies. 
 
 
